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La recherche des bacilles de Koch dans le sang des animaux 
et de ’ homme tuberculeux a donné des résultats trés différents 
suivant que les auteurs ont, pour mettre en évidence ces germes, 
employé I’hémoculture ou inoculation du sang au cobaye. 

A. Calmette {4}, dans son livre sur l’Infection bacillaire, donne, 
d’aprés 53 auteurs qui ont pratiqué des hémocultures sur !e 
milieu de Lowenstein dans les diverses formes de la tuberculose 
humaine, une proportion de 1,10 p. 100 de résultats positifs. 
A. Saenz [2], qui a effectué 936 hémocultures sur le méme milieu, 
n’a eu aussi que 1,2 p. 100 de succés. Par contre, dans les cas 
ou la recherche des bacilles de Koch a été effectuée par inocula- 
tion directe du sang de malades tuberculeux au cobaye, il semble 
que la proportion des résultats positifs ait été plus élevée 
puisque, pour certains auteurs, elle a pu atteindre et méme 
dépasser le chiffre de 30 p. 100. 

Les différences constatées dans ces résultats doivent en partie 
provenir de ce que |’inoculation du sang au cobaye est une tech- 
nique un peu plus sensible que son ensemencement sur les 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 février 1954. 
“Annales de 1’Institul Pasteur, t. 86, n° 6, 1954. 45 
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milieux a l’ceuf pour y révéler la présence de bacilles tuber- 
culeux. Mais dans l’inoculation du sang au cobaye un autre fac- 
teur doit entrer en jeu. 

J. Valtis et J. Missiewicz [8], puis F. Arloing et A. Dufourt 
ont montré qu’il est possible, dans une proportion assez élevée 
de cas, d’obtenir la forme atypique de l’infection tuberculeuse 
du cobaye décrite par A. Calmette et J. Valtis [4] en inoculant 
a cet animal des échantillons de sang filtré ou non filtré sur 
bougies Chamberland L2 provenant de malades tuberculeux. 

Se fondant sur ces faits, A. Calmette [5], ainsi que E. Sergent, 
M. Durand, R. Kourilsky et R. Benda [6] ont émis l’hypothése 
dune granulémie prébacillaire dans certains états pathologiques 
relevant de la tuberculose. 

Dans des travaux récents [7], aprés avoir fait la preuve qu’il 
n’y a pas d’ultravirus tuberculeux et que l’hypothése des auteurs 
précédents doit par conséquent étre rejetée, nous avons montré 
qu’il existe cependant une infection tuberculeuse abortive du 
cobaye produite par l’inoculation a cet animal de certains pro- 
duits pathologiques et que cette tuberculose atypique caractérisée 
par l’apparition d’une allergie transitoire avec une légére hyper- 
trophie de certains groupes ganglionnaires et de la rate sans 
caséification et sans lésions histologiques spécifiques est due non 
a un ultravirus, mais 4 des bacilles tuberculeux jeunes incomplée- 
tement évolués. Ils sont caractérisés par leur teneur en lipoides 
trois fois moins élevée que celle des bacilles tuberculeux nor- 
maux (J. Asselineau {8]), leur faible acido-résistance ou l’absence 
de cette derniére, leurs pouvoirs pathogéne, allergisant et toxique 
trés inférieurs 4 ceux des germes dont la constitution chimique 
est compléte (L. Négre, A. Boquet et J. Valtis [9)). 

J. Bretey [40] a pu réaliser V’infection tuberculeuse abortive 
du cobaye par l’inoculation 4 cet animal d’un seul bacille tuber- 
culeux jeune. 

On doit done désormais tenir compte de cette forme légére de 
la tuberculose du cobaye dans le diagnostic de l’infection bacil- 
laire et en particulier dans |’étude de la bacillémie ow tant de 
mystéres subsistent encore. 

Pour ces raisons, nous avons été incités a reprendre l’étude de 
la bacillémie expérimentale du cobaye et du lapin a la lumiére de 
ces faits nouveaux. 

Nos expériences ont porté sur des lapins et sur des cobayes 
qui ont été inoculés sous la peau avec une dose faible (1) de ba- 


(1) Divers auteurs ont vu que, lorsqu’on emploie une dose forte de 
bacilles de Koch virulents, les germes inoculés passent immédiatement 
dans la circulation. Par contre, lorsque les cobayes ont été inoculés 
avec une dose faible (0,001 ou 0,0001 mg), les bacilles tuberculeux 
n’apparaissent dans le sang que quelques jours aprés l’infection. 
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cilles tuberculeux virulents humains ou bovins. Ils ont été sai- 
gnés 4 divers intervalles aprés leur inoculation. Leur sang a été 
directement inoculé sous la peau de la cuisse droite de trois 
cobayes, a raison de 2 cm® environ par animal. L’apparition de 
Vallergie a été surveillée par des intradermo-réactions pratiquées 
a divers intervalles chez ces animaux (0,1 cm® de la dilution a 
1/20 de tuberculine brute). Ces cobayes ont été sacrifiés dans des 
délais de deux a quatre mois aprés leur inoculation. Chaque fois 
qu ils présentaient avec une sensibilité a la tuberculine une hyper- 
trophie de leurs ganglions sous-lombaires ou trachéo-bronchiques 
et que leur rate était hypertrophiée avec un aspect granuleux sans 
avoir de lésions nodulaires, ces organes étaient prélevés, broyés 
au mortier, ensemencés sur le milieu de Léwenstein-Jensen aprés 
un traitement par la soude et, dans un grand nombre de cas, 
moculés directement a trois cobayes sans traitement préalable. 
On a pratiqué un examen microscopique des frottis des ganglions 
ou de la rate pour la recherche des bacilles de Koch et parfois 


un examen histologique de ces organes effectué par M. Bablet ou 
M. J. Levaditi. 


EXPERIENCES SUR LES LAPINS. PREMIERE SERIE D’ EXPERIENCES. — 
Quatre lapins ont été inoculés par la voie sous-cutanée avec 
0,01 mg d’une souche d’origine humaine trés virulente. Ils ont 
été saignés un, trois, sept et onze jours aprés leur inoculation. 
Chaque cobaye a recu 2 cm® de sang d’un lapin préalablement 
infecté. Les résultats sont exposés dans le tableau I. L’infection 


Tasiteau I. — Cobayes inoculés avec 2 cm? de sang de lapins 
ayant recu sous la peau 0,01 mg de bacilles humains. 
Délai Intradermo Délai- Lésions Culture Réinocu- Résultata 
sate ,, Sues Metiate sehinse. Bee 
ler lapin Lg 44 + 64 je cute fyiec, ata. > - Teteae 
” " + Me id. - - " 
" " + Uh he id's is - - " 
Ww " Gr 64 j- rate hyper. granule - - " 
n oe 64 J ‘ : 
2éme lapin 3 j 42 + 64 j- rate hyper. granule + Tuberce 
” " + 50 je = 
3éme lapin T fe ie oT (aa Lae ten + Tuberc. 
4éme lapin 22 j. 60 - 60 j. ; - 2 


" = - - 


" - - - 


tuberculeuse abortive est désignée en abrégé par les lettres I. t. a. 
On voit que le sang de lapins infectés par la voie sous-cutanée 
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avec une souche de bacilles tuberculeux d’origine humaine peu 
virulente pour ces animaux a, dans le cas du prélévement effec- 
tué vingt-quatre heures aprés l’inoculation, allergisé quatre des 
cing cobayes auxquels il a été inoculé. Chez les allergiques, nous 
avons observé une hypertrophie des ganglions sous-lombaires et 
de la rate. Mais l’ensemencement de ces organes sur le milieu de 
Lowenstein-Jensen et leur inoculation A trois cobayes n’ont donné 
aucun résultat positif pour la tuberculose. 

Les cobayes inoculés avec les échantillons de sang de lapins 
prélevés trois et sept jours aprés l’inoculation sont devenus tuber- 
culeux. 

Au vingt-deuxiéme jour, il n’y avait pas de bacilles circulant 
dans le sang. 


DevuXxIzME SERIE D’EXPERIENCES. — Des lapins ont été inoculés 
sous la peau avec 0,01 mg de la souche d’origine humaine 512. 
Ils ont été saignés deux, quatre, huit et quinze jours aprés leur 
inoculation. Pour chaque prélévement, six cobayes ont été ino- 
culés avec 2 cm® de sang, trois dans la veine et trois sous la 
peau. 

Ils ont été éprouvés par injection intradermique de tuberculine 
vers le quarantiéme, le quatre-vingtiéme et le cent quaranti¢me 
jour aprés leur inoculation. Dans les lots de cobayes qui ont 
recu le sang par la vole veineuse, une réaction allergique (+) a 
été constatée a l’épreuve du cent quarantiéme jour chez un cobaye 
inoculé avec le sang prélevé le deuxiéme jour aprés |’inoculation, 
une aulre (+) 4 la méme date chez un cobaye inoculé avec du 
sang prélevé le huitiéme jour et une autre (+ +) a la méme date 
chez un cobaye inoculé avec le sang prélevé le quinziéme jour. 
Celui-ci a présenté une réaction allergique plus forte que celles des 
deux cobayes précédents et a été sacrifié quatre mois et demi 
aprés son inoculation. 

I] n’avait pas de lésions macroscopiques. Malheureusement les 
ganglions et la rate des trois cobayes devenus allergiques n’ont 
pas été ensemencés, ni inoculés a d’autres cobayes. 

Aucun des cobayes inoculés dans les mémes conditions que les 
précédents, mais par la vole sous-cutanée, n’a réagi positivement 
a la tuberculine. 

Nous ne pouvons tirer aucune conclusion de cette série d’expé- 
riences, mais nous devons noter les différences qui se sont ma- 
nifestées entre les deux groupes de cobayes suivant la voie d’ino- 
culation du sang employée. 


EXPERIENCES SUR LES COBAYES. PREMIERE SERIE D’EXPERIENCES. — 
Des cobayes ont été inoculés sous la peau avec 0,001 mg de 
bacilles tuberculeux d’origine humaine. Ils ont été saignés par 
ponction cardiaque a divers intervalles aprés leur inoculation. 
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Chaque échantillon de sang prélevé a été inoculé sous la peau de 
la cuisse droite de trois cobayes a raison de 2 cm? par animal. 


Tasteau H. — Cobayes inoculés par la voie sous-cutanée avec 2 cm? 


de sang de cobayes ayant recu sous la peau 0,001 mg de bacilles 
tuberculeux bovins. 


Délai Intredermo Délai Lésions Culture Réinocu- Résultats 
saignée Jours Résultats autopsie a Lat On ia era ae 
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xI Si je 49 3 ++ 65° Ja tub.générelisée be Tuberce 
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XIII 44. 63 3 + 65 j- - - T.teae 
XIV 4 j- 66 3 - 87 j- mS = ee 
xv 4 j. 66 3 - 68 j. - & 
AVI 25 Je 99: +154 i: +++ 154 3. gel.s.l. hyper. - Ieteae 
rate granul. hyper. 
XVII 25 Jj. 99 = 154: - 154 j. - 5 = 


On voit que, dans l’expérience I (sang de cobaye prélevé sept 
heures aprés l’inoculation a animal de bacilles tuberculeux 
virulents), les deux cobayes inoculés avec cet échantillon de 
sang sont devenus allergiques (allergie constatée au bout de 
trois mois). L’un d’eux avait ses ganglions sous-lombaires et 
trachéobronchiques hypertrophiés. L’ensemencement de ces gan- 
glions et de la rate et leur inoculation a trois cobayes sont restés 
négatifs pour la tuberculose. 

Trois autres cobayes inoculés avec trois échantillons de sang 
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différents sont devenus allergiques sans présenter de lésions 
tuberculeuses : 

1° Le cobaye IX inoculé avec du sang prélevé quarante-huit 
heures aprés son inoculation ; 

2° Le cobaye XIII inoculé avec du sang prélevé quatre jours 
aprés son inoculation ; 

3° Le cobaye XVI inoculé avec du sang prélevé vingt-cing jours 
aprés son inoculation. 

Deux d’entre eux ont présenté une hypertrophie de leurs gan- 
glions : 

Cobaye IX (ganglion sous-lombaire) ; 

Cobaye XVI (ganglion sous-lombaire et rate hypertrophiée et 
granuleuse). 

Tous les trois, méme ce dernier qui avait une forte intradermo- 
réaction a la tuberculine positive (+++), ont eu des ensemence- 
ments de leurs ganglions et de leurs rates négatifs. 

Les trois cobayes de l’expérience X, inoculés avec du sang 
prélevé trois jours aprés Vinoculation et un cobaye sur quatre 
(exp. XI et XII), inoculés avec des échantillons de sang prélevés 
également trois jours aprés inoculation, sont devenus tuber- 
culeux. 


DeUXIEME SERIE D’EXPERIENCES. — Au lieu de prendre, pour 
infecter les cobayes, des cultures. de bacilles tuberculeux, nous 
avons employé la rate d’un cobaye tuberculeux qui avait été ino- 
culé sous la peau avec des bacilles d’origine humaine et dont la 
tuberculose était en pleine évolution. 

Cette rate a été broyée, mise en suspension en eau physiolo- 
gique et inoculée sous la peau de cobayes. Ces derniers ont été 
saignés par ponction cardiaque 4 divers intervalles aprés leur ino- 
culation. Chaque échantillon de sang prélevé a été inoculé a la 
dose de 2 cm® sous la peau de trois cobayes. 

Il ressort du tableau III que les échantillons de sang des 
cobayes (prélévements effectués dix-huit, vingt-quatre et qua- 
rante-huit heures aprés leur infection) inoculés a des cobayes 
sains ont allergisé trois de ces animaux sur huit en provoquant 
en méme temps une hypertrophie de certains ganglions ou de 
leur rate. 

Les échantillons de sang de cobayes infectés dont les préléve- 
ments ont été effectués quatre, sept et onze jours aprés l’inocula- 
tion de ces derniers et qui ont été inoculés a des cobayes sains, 
ont conféré la tuberculose a six cobayes sur huit. On remarquera 
que la sensibilité 4 la tuberculine a été aussi longue a se mani- 
fester chez ces derniers que chez ceux ayant présenté une infection 
tuberculeuse abortive. 


Les cing cobayes inoculés avec les échantillons de sang prélevés 
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Tasteau Ill. — Gobayes inoculés par la voie sous-cutanée avec 2 cm? 
de sang de cobayes ayant recu sous la peau une suspension en 
eau physiologique de rate d’un cobaye tuberculeux. 


Délai ; Intradermo Délai Lésions Culture Réinocu- Résultats 
saignée Jours Résultats autopsie eee katong... =< = 
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t 18h. 433- 79:- 146:+ 187:+ 188 j. Rate granul. - - I.tea. 
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"s- "s= | 3+ nécrot. 170 je id. Tuberc. 
Mee M56 75 je - - 
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VII 25: je 6ls= 87:- 137:- 137 j- - - 
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IX 32 3. 41:- 67:=- 120:- 80 j. - - 
bt he 5 He 80 Jj. es 


les quinziéme, vingt-deuxiéme et trente-deuxiéme jours aprés 
Vinfection des cobayes qui ont fourni ce sang n’ont eu ni des lésions 
évolutives, ni une infection abortive. 


TROISIEME SERIE D’EXPERIENCES. — Comme dans la premiére 
série d’expériences, des cobayes ont été inoculés sous la peau 
avec des bacilles tuberculeux non d’origine humaine mais d’ori- 
gine bovine, a la dose de 0,001 mg. Ils ont été saignés par ponc- 
tion cardiaque quatre, dix et dix-sept jours aprés leur inoculation. 
Chaque échantillon de sang a été inoculé sous la peau de la cuisse 
droite de cing cobayes (2 cm® par animal). 

Nous n’avons pas pu avoir de résultats avec les cobayes ino- 
culés avec les échantillons de sang prélevés le dixiéme jour. Ils 
sont tous morts trop prématurément. 

Si nous ne retenons que les cobayes qui ont réagi nettement a 
la tuberculine, nous avons obtenu deux résultats positifs pour une 
infection tuberculeuse abortive avec ]’échantillon de sang prélevé 
le quatriéme jour aprés l’infection et avec celui prélevé le dix- 
septiéme jour. 

Dans toutes ces expériences la plupart des cobayes qui ont réagi 
positivement a la tuberculine avec une intensité plus ou moins 
prononcée sans avoir de lésions nodulaires ont présenté une hyper- 
trophie de leurs ganglions sous-lombaires ou trachéobronchiques 


4 
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J i i - ée avec 2 cm?® 
Tanteau 1V. — Gobayes inoculés par la voie sous cutan ; 
de sang de cobayes ayant recu sous la peau 0,004 mg de bacilles 
tuberculeux bovins. 
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Ay ei 355 So 75) 87 je &eSele hyper. - I.teae 
rate granul. 
" 35 £ «7s 87 je GeSele et trobre - - 
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" 35 Pe FRE a7 Je &-Sel. et tr-br. - - 
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rate granul. 
Ls 20am Oca ST Js - - 


et, dans la plupart des cas, de leur rate. Chez presque tous, 
Vallergie n’a apparu que plus de deux mois aprés l’inoculation 
de sang. 


Discussion. 


Pour mieux nous rendre compte des résultats obtenus chez les 
cobayes inoculés avec des échantillons de sang de cobayes et de 
lapins infectés avec des bacilles tuberculeux virulents d’origine 
humaine ou bovine, nous les avons récapitulés dans le tableau V 
qui nous a permis, aux différentes périodes suivant inoculation 
virulente, de voir le nombre des cobayes tuberculisés et celui des 
cobayes ayant présenté une infection tuberculeuse abortive et, pour 
chaque période, d’établir la proportion de ces animaux. 

On voit dans ce tableau que dans les deux premiers jours 
aprés l’infection des cobayes et des lapins par des bacilles de 
Koch virulents il ne circule dans le sang que des bacilles 
tuberculeux incomplétement évolués, incapables de conférer des | 
Iésions tuberculeuses aux cobayes auxquels les échantillons de 
sang ont été inoculés, mais capables tout au plus de leur donner 
une infection tuberculeuse abortive. 

Entre le troisiéme et le quatriéme jour, les bacilles tuberculeux 
virulents apparaissent dans le sang ; les bacilles incomplétement 
évolués y sont encore présents, mais moins nombreux. A partir 
du septiéme jour, les bacilles incomplétement évolués ont disparu, 
tandis que les bacilles virulents augmentent jusqu’au onziéme 


i 
| 
| 
| 
| 
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Tasteau V. — Résultats généraux obtenus par l'inoculation a des 
cobayes d’échantillons de sang prélevés chez des cobayes et des 
lapins dans divers délais aprés leur infection. 


Délais des prélévenents | Nbre total Proportion des cobayes jnooplés 
de sang aprés iG’ animaux avec le sang 
Tinoculation Tnoculés 


devenus tuberculeux , ayant présenté 
une infeotion 
tub. abortive 


7 heures 2 {o} pee eso 
18 heures 3 fe) 1:33 % 

24 = 36 heures 19 (e} 5 2 26% 
2 jours 7 fe) 2: 28% 

3 - 4 jours 19 6:31% 3.316% 
7 jours 4 3175 % o:0 
il jours 3 31 100% (OME (2) 
15 jours 1 0:0 0:0 
17 jours 4 0:0 1 258% 
22 jours 5: 0:0 o:0 
25 jours 2 0:0 1: 50% 
32 jours 2 0:0 O=30 

7 12 14 


your puis disparaissent a leur tour. Au dix-septiéme et au vingt- 
cinquiéme jour, il y a eu cependant des réapparitions de bacilles 
incomplétement évolués. 

On voit donc que les bacilles tuberculeux virulents normaux 
succédent aux bacilles incomplétement évolués qui les précédent 
et dont ils sont done issus. 

Il ressort de nos recherches que c’est surtout pendant les trois 
ou quatre premiers jours aprés |’inoculation virulente que le sang 
du cobaye et du lapin contient des bacilles tuberculeux incom- 
plétement évolués, n’ayant pas encore acquis leur virulence nor- 
male. A partir du quatriéme jour aprés l’inoculation virulente, 
les. germes incomplétement évolués ne paraissent circuler dans 
le sang que par intermittences. 

On peut voir dans les divers tableaux que l’allergie provoquée 
chez le cobaye par J’inoculation du sang d’animaux préalable- 
ment infectés, contenant des germes incomplétement évolués, est 
presque toujours accompagnée d’une hypertrophie soit de cer- 
tains ganglions (ganglions sous-lombaires et trachéobronchiques), 
soit de la rate qui a un aspect granuleux, soit des deux 4a la fois. 
Dans chaque cas, l’ensemencement sur le milieu de ‘Léwenstein- 
Jensen de ces organes et leur inoculation au cobaye sont restés 
négatifs. La recherche des bacilles de Koch est en général néga- 
tive. Il n’y a pas lieu de s’en étonner puisqu’il doit s’agir de 
rares bacilles jeunes non acido-résistants. Les examens histolo- 
giques ne montrent pas de lésions spécifiques comme 1|’ont cons- 
taté nos collégues Bablet et Jean Levaditi. 
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On pourrait supposer que si les animaux allergiques avaient 
été maintenus plus longtemps en observation, ils seraient devenus 
tuberculeux. 

Nous pouvons répondre a cette objection que, dans de nom- 
breux cas, nous avons vu l’allergie disparaitre de méme que 
’hypertrophie ganglionnaire. 

D’autre part, s’il s’agissait du début d’une infection par des 
bacilles tuberculeux normaux, l’ensemencement des ganglions 
sur le milieu de Léwenstein-Jensen et leur inoculation au cobaye 
devraient donner des résultats positifs pour la tuberculose alors 
qu'il n’en a jamais été ainsi. 

Il nous est arrivé trés rarement, dans d’autres recherches, de 
trouver des cobayes réagissant spontanément a la tuberculine 
sans avoir été infectés. Cependant dans des cas semblables, |’en- 
semencement de leurs ganglions sur le milieu de Léwenstein- 
Jensen a donné une culture de bacilles tuberculeux. 

Nous pouvons en outre faire remarquer, comme en témoignent 
nos tableaux, que chez les cobayes inoculés avec des échantillons 
de sang d’animaux infectés, l’allergie apparait sensiblement en 
méme temps aprés cette inoculation, aussi bien dans les cas ot 
ils ont eu uniquement une infection tuberculeuse abortive que 
dans ceux ow ils ont été tuberculisés, ce qui montre qu’il ne s’agit 
que d’une différence dans la virulence des germes se trouvant dans 
le sang au moment du prélévement et non d’une cause fortuite 
étrangére a4 l’inoculation qui leur a été faite. 

Une autre preuve de la réalité de notre interprétation est don- 
née par le degré de l’allergie. De méme que l’un de nous a montré 
avec A. Boquet et J. Valtis que les bacilles tuberculeux jeunes 
ont un plus faible pouvoir sensibilisant 4 la tuberculine que les 
bacilles complétement évolués, nous avons constaté que dans le 
cas ot les cobayes inoculés avec des échantillons de sang ont eu 
uniquement une infection abortive, l’allergie est en général de 
faible intensité. Ce n’est que dans de rares cas que cette derniére 
a été aussi forte que dans une infection déterminée par des bacilles 
virulents. Mais méme dans les cas ot les cobayes inoculés avec 
un échantillon de sang ont eu une allergie d’une trés forte inten- 
sité, l’ensemencement des ganglions hypertrophiés et de la rate 
sur le milieu de Léwenstein-Jensen et leur inoculation au cobaye 
sont restés négatifs pour la tuberculose. Cette constatation fournit 
la preuve que ce n’est pas une allergie provoquée par des bacilles 
normaux, car chez des animaux trés fortement allergisés, on 
devrait trouver de nombreux bacilles. 

Pour toutes ces raisons nous pensons que nos expériences n’ont 
pas été entachées par une cause d’erreur et que le sang des ani- 
maux expérimentalement infectés contient réguliérement au début 
de infection et plus tard par intermittences, au cours de l’infec- 
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tion, des bacilles incomplétement évolués qui n’ont pas la viru- 
lence des bacilles normaux. 

Ces résultats sont du reste confirmés par ceux que nous avons 
obtenus par l’étude de la bacillémie en clinique humaine. Nous 
avons vu que c’est surtout dans des cas de primo-infection mani- 
festée par un érythéme noueux qu’on met en évidence dans le 
sang avec le plus de fréquence des germes incomplétement 
évolués. 


CoNCLUSIONS. 


Par l’inoculation au cobaye du sang de lapins ou de cobayes 
préalablement infectés par la voie sous-cutanée avec des doses 
faibles de bacilles de Koch d’origine humaine et bovine, nous 
avons pu démontrer que des bacilles tuberculeux incomplétement 
évolués, de faible virulence, se rencontrent dans la circulation 
sanguine de ces animaux, surtout pendant les quatre premiers 
jours aprés l’infection. Au bout de ce délai, on n’en rencontre 
plus que par intermittences. 

A ces bacilles incomplétement évolués succédent immédiate- 
ment des bacilles tuberculeux 4 virulence normale qui ne peuvent 
étre issus que des précédents. 

[La présence dans le sang de ces bacilles incomplétement évo- 
lués ne peut pas étre décelée par son ensemencement sur le milieu 
de Léwenstein, sur lequel ils ne sont pas capables de se déve- 
lopper, mais par son inoculation au cobaye. La faible virulence 
de ces germes ne leur permet pas de donner 4 ce dernier une 
tuberculose évolutive mais une infection abortive caractérisée par 
une allergie, en général de faible intensité, presque tou- 
jours accompagnée d’une hypertrophie sans caséification des 
ganglions sous-lombaires et trachéobronchiques et d’une hyper- 
trophie de la rate qui a un aspect granuleux. 

Ces faits jettent un jour nouveau sur la bacillémie tuberculeuse 
démontrant qu’elle est plus fréquente qu’on ne le pensait. En effet, 
dans les périodes ot on ne peut pas mettre en évidence des bacilles 
de Koch dans le sang des sujets et des animaux tuberculeux par 
son ensemencement sur le milieu de Léwenstein-Jensen et par son 
inoculation au cobaye avec apparition de lésions nodulaires, on 
y trouve des bacilles incomplétement évolués a virulence atténuée. 
Dans des travaux récents, nous avons montré le réle que ces 
derniers germes jouent en clinique humaine dans la dissémination 
des bacilles de Koch dans les divers organes [44]. 
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MICROMETHODE DE SERONEUTRALISATION 
DE LA POLIOMYELITE. 
EMPLOI DE CULTURES CELLULAIRES 
SUR PLAQUES MOULEES DE MATIEREZPLASTIQUE 


par G. BARSKI et P. LEPINE (‘). 


(Institut Pasteur, Service des Virus.) 


Uimportance de la recherche des anticorps neutralisants dans 
la poliomyélite clinique ou inapparente a été démontrée par d’in- 
nombrables travaux portant soit sur le diagnostic individuel, soit 
sur lépidémiologie ou l’immunologie de cette affection. 

L’intérét pratique d’un test de séroneutralisation dont la tech- 
nique serait simple, rapide et sre n’a pas besoin d’étre souligné. 
Seule, en effet, une méthode pouvant étre appliquée sur une 
échelle étendue permettrait de résoudre le probléme du dépistage 
des individus ne possédant pas d’anticorps neutralisants, pro- 
bléme ayant du point de vue épidémiologique une importance 
indéniable. 

Jusqu’a ces derniéres années il était nécessaire d’utiliser des 
animaux pour le test de séroneutralisation du virus poliomyéli- 
tique : singes pour les types I et III, ou souris pour le type II 
[4, 2, 3, 4]. Depuis les travaux d’Enders, Weller et Robbins 
[5, 6], il est devenu possible d’adapter a ce test des cellules 
d’origine humaine ou simienne cultivées in vitro. C’est la 
méthode des tubes roulants (roller tubes) qui a été et qui est encore 
pratiquement Ja plus employée. 

L’exécution du test en tubes roulants exige d’abord la prépa- 
ration d’un nombre important de tubes de cultures de tissus 
humains ou de singe, chaque tube constituant une unité du test. 
La préparation de ces cultures, c’est-a-dire l’obtention dans 
chaque tube d’une croissance cellulaire suffisante demande nor- 
malement sept a dix jours, et plusieurs opérations d’entretien 
et de contréle. Dans un second temps, le sérum a éprouver 
est incubé avec les trois types du virus respectivement, puis 
introduit dans les tubes avec les cultures. 

‘La méthode que nous décrivons ci-aprés réduit les trois opéra- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1% avril 1954. 
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tions a une seule: la mise en culture des cellules sensibles, 
l’épreuve de neutralisation du virus avec le sérum étudié, et la 
mise des cellules en présence du mélange virus-sérum se font en 
un seul temps ; la réponse est obtenue en quarante-huit heures. 

En outre, il s’agit la d’une micro-réaction, ce qui la rend part- 
culiérement économique : le volume de sérum nécessaire pour 
son exécution est réduit A une goutte par épreuve, c’est-a-dire 
& quatre gouttes au total, y compris le témoin. La quantité de 
cellules et le volume du milieu sont également réduits au minimum 
dans les mémes proportions. De ce fait on fait jouer au sérum un 
role double : il participe par ses anticorps a la réaction de neu- 
tralisation du virus, mais en méme temps, par sa présence, il 
complete le milieu et y joue un réle essentiel pour la croissance 
et l’état des cellules. 


DESCRIPTION DE LA METHODE. 


Pour parvenir a une réalisation pratique, il a fallu résoudre 
au départ plusieurs problémes d’ordre technique: 1° disposer 
d’un matériel cellulaire facilement et réguliérement accessible, 
de croissance trés rapide et d’une grande sensibilité au virus ; 
2° concevoir un milieu de culture qui assurerait aux cellules une 
bonne croissance et une stabilité morphologique (absence de 
dégénérescence non spécifique) sous un volume trés réduit et cela 
pendant assez longtemps pour que l’effet cytopathogéne spéci- 
fique puisse se produire d’une facon significative ; 3° trouver la 
forme et la matiére d’un dispositif a récipients multiples per- 
mettant l’exécution de tests en série et une lecture facile et directe 
des résultats. 


CULTURES CELLULAIRES. — Nous avons décrit dans un travail 
récemment paru [7] les conditions dans lesquelles nous obtenons 
des lignées cellulaires repiquables 4 partir des tissus musculo- 
sous-cutanés prélevés a l’autopsie chez les nouveau-nés (surtout 
chez les prématurés de six a huit mois). Rappelons que le milieu 
utilisé (nommé M27) se compose de 20 p. 100 de sérum placen- 
taire humain, de 45 p. 100 de liquide amniotique de vache (1), de 
10 p. 100 d’extrait embryonnaire de bovin et de 25 p. 100 de 
solution de Hanks. La composition de ce milieu a été adoptée a 
la suite de trés nombreux essais de comparaison comme répon- 
dant le mieux aux exigences d’une croissance cellulaire trés 
rapide, accompagnée d’un minimum de dégénérescence non 
spécifique des cellules. Le départ de la culture primaire est 


@ Le liquide amniotique de vache, préparé d’aprés la formule 
d’Enders [8], nous est fourni commercialement par les Laboratoires 
Renard, 32, avenue Henri-Barbusse, A Clichy (Seine). 
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relativement lent et ce n’est qu’au 2° ou 8° repiquage que l’on 
obtient des cultures de fibroblastes trés abondantes et qui proli- 
férent avec une trés grande rapidité. Les repiquages se font tous 
les dix a quinze jours avec un matériel cellulaire réduit mécani- 
quement 4 l'état d’une suspension que l’on coule dans une mince 
couche de plasma de facon a obtenir une croissance aussi 
uniforme que possible. Ces cultures constituent notre stock 
de matériel cellulaire destiné a la réaction, et nous le renouvelons 
constamment. 

Le matériel cellulaire pour le test est préparé de la méme facon 
que pour les repiquages: aprés prélévement et lavage dans un 
excés de solution de Hanks, toute la zone de croissance est 
réduite, a l’aide d’instruments trés tranchants, en une poussiére 
trés fine et suspendue dans un mélange 4a parties égales d’extrait 
embryonnaire de bovin (EEB) et de liquide amniotique (LA). Pour 
une plaque comprenant 25 unités de test il suffit de 2 a 3 tubes. 


Virus. — Nous utilisons pour nos tests des suspensions des 
trois souches-types du virus : Mahoney (type I), MEF 1 (type II) et 
Saukett (type III). Ces suspensions proviennent des cultures 
cellulaires en milieu recommandé par Enders [8], nommé plus 
loin ME, et contenant 90 p. 100 de liquide amniotique de vache, 
5 p. 100 de sérum de cheval et 5 p. 100 d’extrait embryonnaire de 
bovin. Aprés centrifugation pendant quinze minutes a 5 000 t/min 
les suspensions sont distribuées en ampoules et stockées 4 — 75°C. 
Leur pouvoir infectant qui varie entre 10~* et 10—*, se maintient 
pratiquement inchangé pendant plusieurs mois. 


RECIPIENTS EN MATIERE PLASTIQUE. — Pour pouvoir envisager 
une exécution rapide des tests en séries, il était nécessaire de 
remplacer les tubes de cultures par des plaques creusées 
d’alvéoles, disposés en rangées, chaque alvéole constituant une 
unité de test. Pour la confection des plaques, notre choix s’est 
porté sur une matiére plastique, l’Araldite B, qui est une résine 
éthyoxylique polymérisée [9]. 

Cette matiére posséde certaines qualités spéciales que nous 
exposerons plus en détail dans une autre publication [418]. Remar- 
quons seulement que ]’Araldite B s’est montrée dépourvue de toute 
toxicité pour les cellules vivantes qui peuvent proliférer directe- 
ment contre sa surface, ce qu’il nous a été impossible d’obtenir 
avec le Plexiglas. De plus, l’Araldite posséde la qualité précieuse 
de pouvoir supporter sans altération une stérilisation 4 100-110°C. 
‘Le moulage de cette matiére est relativement facile et nous avons 
pu réaliser des plaques de 120 x 120 mm, de 8 mm d’épaisseur, 
portant chacune 25 alvéoles a fond plat de 10-12 mm de diamétre, 
distants les uns des autres de 10 mm (voir fig. 1). 
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L’Araldite est suffisamment translucide pour qu'on puisse, a 
travers son épaisseur, observer au microscope (grossissant cin- 
quante A cent fois) les cellules qui se trouvent au fond des 
alvéoles. Malgré la teinte jaune de la matiére l'image est d’une 
netteté entiérement satisfaisante. Les dimensions de la plaque 
(120 x 120 mm) permettent de la poser sans difficulté sur la 
platine du microscope et de l’examiner sur toute sa surface. 


Dosace. — Tous les constituants du test : suspension cellulaire, 


Fic. 14. — Plaque d’Araldite utilisée pour le test de séro-neutralisation. 
La premiére rangée d’alvéoles est fermée avec une bande de cellophane adhésive. 


sérums, suspensions virulentes, milieu, sont dosés par gouttes 
avec des pipettes Pasteur 4 bout calibré. Le calibrage est fait 
a l'aide du dispositif décrit par Lépine et collaborateurs [417]. 
Chaque goutte contient 38 4 40 mm*® de liquide. 


EXECUTION DU TEST. — On commence l’opération en mouillant 
avec un tampon stérile, imbibé de plasma de poule, le fond de 
tous les alvéoles de la plaque; on ajoute aussitét aprés une micro- 
goutte d’extrait embryonnaire dilué (25 p. 100) dans chacun d’eux. 
On agite Iégérement la plaque : quelques instants aprés 
la coagulation du. plasma, on dépose dans chaque alvéole 


MICROMETHODE DE SERONEUTRALISATION 697 


une goutte de suspension tissulaire, préparée A l’avance. Puis, 
selon un schéma opératoire établi, on ajoute dans les alvéoles, par 
rangées horizontales, les sérums a tester A raison d’une goutte 
par alvéole, et par rangées verticales dans les trois premiéres 
rangées a raison également d’une goutte, les suspensions viru- 
lentes de type I, II et II. La quatriéme rangée verticale, réservée 
au témoin, regoit une goutte du milieu ME. Pour compleéter le 
tout et donner au milieu une composition proche de celle du M27, 


Fic. 2. — Prolifération cellulaire normale observée au microscope (gross. 180 
fois) au fond d’un alvéole de la plaque d’essai en présence d’un sérum con- 
tenant des anticorps: pas d’effet cytopathogéne. 


nous ajoutons dans chaque alvéole 2 gouttes d’un mélange 
contenant 80 p. 100 de liquide amniotique (LA), 20 p. 100 de 
solution de Hanks, 200 UO de pénicilline et 50 yg de streptomycine 
par centimetre cube. 

Pour fermer les alvéoles et les isoler les uns des autres, nous 
appliquons sur chaque rangée horizontale une bande de cello- 
phane adhésive (scotch-tape) qui adhére trés bien a la surface de 
l’Araldite, 4 condition que celle-ci soit séche. Le contact qui s’éta- 
blit parfois entre le contenu des alvéoles et la surface de l’adhésif 
n’influence aucunement |’état des cellules. L’adhérence de 1l’adhésif 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 86, n° 6, 1934. 46 
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a l’Araldite résiste bien 4 la température de |’étuve et l’étanchéité 
ainsi que la séparation des alvéoles au cours de l’essai sont par- 
faitement assurées. La plaque entiére est recouverte d’une lame 
de verre ayant les mémes dimensions que la plaque d’Araldite 
elle-méme, et ajoute une sécurité supplémentaire. 

On incube les plaques ainsi préparées 4 37°C, et on procéde a 
la lecture des résultats aprés quarante-huit heures. 


Résuttats. — La suspension cellulaire utilisée pour le test est 


Fie. 3. — Aspect de cellules (méme gross. que fig. 2) dans un alvéole ou le 
sérum ne contenait pas d’anticorps spécifiques : dégénérescence cellulaire 
par l’action cytopathogéne du virus. 


composée de petits agglomérats cellulaires et, ce qui est inévi- 
table, de quelques fragments de plasma « vides » ne contenant 
pas de cellules. Pourtant, le matériel cellulaire étant réduit en 
« poussiére », la répartition des cellules viables est suffisamment 
uniforme pour qu’elles soient représentées dans chaque alvéole 
en nombre suffisant. Leur croissance au fond des alvéoles, dans 
un milieu qui ne différe pratiquement pas du M27 est extrémement 
rapide : au bout de vingt-quatre heures elle est déja considérable 
et apres quarante-huit heures elle couvre habituellement environ 
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la moitié de la surface de l’alvéole. En l’absence de virus actif, 
l’état des cellules est trés satisfaisant pendant quatre A cing jours. 
Mais déja au bout de quarante-huit heures, dans les alvéoles ow 
le virus n’a pas été neutralisé les signes de son action cytopa- 
thogéne sont des plus manifestes : la migration des cellules a 
partir de fragments est réduite et les cellules présentent l’aspect 
caractéristique d’une dégénérescence spécifique trés avancée (voir 
fig. 2 ef 3). 

Nous avons effectué, a titre de vérification, d’une part a l’aide 
de cette méthode, et d’autre parallélement a l’aide de la méthode 
des tubes roulants, 72 tests de séroneutralisation avec des sérums 
humains. Les résultats ont été dans tous les cas identiques. 


Discussion. 


Nos propres observations [10] ainsi que celles d’autres auteurs 
[44, 42], ont démontré la possibilité d’obtenir avec des cellules 
trés sensibles mises en présence du virus poliomyélitique un 
effet cytopathogéne rapide qu’on peut distinguer au bout de 
vingt-quatre a quarante huit heures. 

Il est a souligner que les cellules précultivées, adaptées A la 
vie in vitro, présentent toujours deux avantages majeurs par 
rapport aux tissus fraichement explantés: 1° elles manifestent une 
activité de migration cellulaire et de croissance trés élevée, qui 
commence pratiquement immédiatement aprés le repiquage ; 
2° leur sensibilité au virus, évaluée d’aprés le point final de 
titrage et la rapidité d’apparition de leffet cytopathogéne s’avére 
toujours plus élevée qu’elle ne l’est pour les tissus fraichement 
prélevés [7]. 

Les tentatives d’emploi de suspensions de cellules prélevées 
directement sur l’organisme et en particulier de suspensions de 
cellules d’ascite artificielle de singe, nous ont donné dans ce sens 
des résultats franchement négatifs. Des suspensions du tissu 
rénal de singe ou d’homme se sont révélées également moins 
favorables au but que nous recherchions que les cellules prove- 
nant des cultures de plusieurs repiquages. En revanche, la 
souche cellulaire He La (2), isolée par Gey en 1951 d’un carci- 
nome humain, cultivée depuis in vitro [43] et trés sensible au 
virus poliomyélitique [412], semble bien se préter comme matériel 
cellulaire 4 la méthode que nous décrivons. 

I] est admis que la fixation du virus sur la cellule est pratique- 
ment impossible en présence des anticorps neutralisants spéci- 


(2) Cette souche nous a été aimablement envoyée par le D™ Charlotte 
Friend du Sloan Kettering Inst. de New-York et par le D™ Audrey 
Fjelde du Statens Serum Institut de Copenhague. 
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fiques. Dans un travail récent, M. Ledinko et J. L. Melnick [44] 
ont démontré, en particulier, qu’en ce qui concerne le virus polio- 
myétique in vitro, la probabilité de sa fixation sur des cellules 
sensibles est réduite au minimum dans le cas précis ot le virus 
et le sérum contenant des anticorps sont introduits simultanément 
dans la culture cellulaire. Nous confirmons pleinement ces 
résultats et cette constatation se trouve 4 la base de notre 
technique. 

Le fait qu’au moment de la mise en marche de l’essai le 
matériel cellulaire soit a ]’état de suspension libre facilite trés cer- 
tainement dans une grande mesure les interactions cellules-virus 
et cellules-anticorps. La protection des cellules par les anticorps 
spécifiques doit se faire, semble-t-il, trés rapidement, puisque 
dans aucun des 120 cas de nos essais ot les anticorps contre le 
type donné de virus étaient présents dans le sérum, le virus n’a 
pu produire un effet cytopathogéne malgré sa concentration trés 
élevée. 

Remarquons encore que l’agitation pendant une heure du 
mélange cellules-sérum-virus-milieu au moment de la mise en 
route de la réaction s’est révélée 4 |’essai inutile et nous l’avons 
abandonnée. 

Nous ne pouvons pour l’instant donner des appréciations 
quantitatives définitives concernant les limites de sensibilité de 
notre test. Il nous est pourtant possible d’apporter quelques pré- 
cisions établies empiriquement. 

Au moment ou l’on met le sérum en présence du virus, il est 
dilué dans la proportion 1:5, ce qui correspond approximati- 
vement aux conditions de séroneutralisation, pratiquée avec 
d’autres méthodes {44}. 

La concentration des suspensions de virus que nous employons 
est particuliérement élevée. Cette concentration nous semble utile 
pour obtenir un effet cytopathogéne aussi rapide et complet que 
possible, mais il n’est pas exclu que l’on puisse l’abaisser sans 
inconvénient. D’aprés nos observations, tout sérum éprouvé par 
cette méthode et qui contenait des anticorps empéchait |’effet cyto- 
pathogéne du virus correspondant d’une fagon trés nette malgré 
la concentration élevée du virus. Dans tous nos essais la méthode 
classique des tubes roulants nous a servi de test de référence. 

Ajoutons, enfin, que la méme méthode nous a donné de bons 
résultats pour le typage des virus poliomyélitiques récemment 
isolés, effectué avec des sérums-types préparés sur le singe. Le 
sérum de singe peut, en effet, remplacer sans inconvénient dans 
les alvéoles le sérum humain. Par contre, le sérum de cheval 
accélére l’apparition d’une dégénérescence non spécifique des 
cellules. 

Des tentatives pour exécuter des tests sérologiques en série en 
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présence de tissus vivants infectés in vitro avec un virus ont été 
entreprises avant nous par Fulton et Armitage [45]. Pourtant, dans 
la méthode. de Fulton et Armitage, qui constitue, en fait, un per- 
fectionnement de la méthode de Maitland adaptée a un travail 
en série, il ne s’agit pas d’une vraie culture cellulaire, mais 
plutot d’une survie de tissu, suffisante pour la multiplication du 
virus. Fulton et ses collaborateurs n’envisagent pas une observa- 
tion directe de |’état des cellules dans leurs cultures et pour 
mettre en évidence la multiplication du virus ils recourent 
a une seconde opération de titrage, par hémagglutination par 
exemple [416]. 

Par contre, notre méthode, qui a l’avantage de réduire tout le 
test de séro-neutralisation en cultures cellulaires A une seule 
opération suivie de la lecture des résultats, fait appel a une 
véritable culture qui assure aux cellules non atteintes par le virus 
des conditions de bonne prolifération. L’emploi de plaques en 
Araldite permet de suivre leur état au microscope a chaque 
instant, sans difficulté et sans perturber la marche de |’essai. 
Nous pensons que ce dispositif pourra étre appliqué utilement 
a d’autres réactions comportant un systéme cellules-virus-anti- 
corps. 
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LE VIRUS « COBAYE PULMONAIRE » 
AGENT D'UNE PNEUMOPATHIE SPONTANEE DU COBAYE. 
SON INCIDENCE EN PATHOLOGIE HUMAINE 


par Aimé PELLISSIER (’). 


(Institut Pasteur de Brazzaville.) 


En novembre 1948, nous avons constaté dans l’élevage de 
cobayes de I’Institut Pasteur de Brazzaville l’apparition d’une 
maladie spontanée, caractérisée par une alteinte pulmonaire plus 
ou moins grave. La maladie était décelée, le plus souvent, 
a loceasion d’inoculations diverses. Mais un certain nombre 
d’animaux ont fait une maladie spontanément mortelle. Ce virus 
n’a pas disparu a l’heure actuelle et périodiquement, surtout au 
moment de la saison fraiche, il se manifeste avec plus ou moins 
de virulence. La derniére petite poussée date de juin 1952, 
époque a laquelle nous_avons pu isoler une nouvelle souche qui 
s’est montrée immunologiquement identique A celle isolée en 
1948 et qui est entretenue depuis cette date sur souris. 

Nous avons appelé virus « cobaye pulmonaire » ce nouveau 
virus, pour le différencier du virus « cobaye E.R. » qui a fait 
objet d’une précédente communication [4]. 

L’étude de ce virus présente un certain intérét. Nous verrons 
en effet qu’une enquéte sérologique chez la population africaine 
a permis de déceler un pourcentage important de réactions posi- 
tives vis-a-vis de cet antigéne. 


PouvoIR PATHOGENE EXPERIMENTAL. 


La souche que nous avons conservée a été obtenue par inocula- 
tion intrapéritonéale au cobaye, de lait stérile. Elle a subi deux 
passages sur cobaye par inoculation de broyat de poumon dans 
le péritoine. Puis nous avons pratiqué la transmission A la souris 
par voie intracérébrale et entretenu la souche sur la souris par 


passages de cerveau 4 cerveau. Nous avons pratiqué 28 passages 
chez la souris. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 février 1954. 
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Copaye. — La maladie naturelle est ordinairement assez trai- 
nante, mais la maladie expérimentale est rapidement mortelle. 
Aprés une incubation de deux aA quatre jours, la température 
monte 4 40-41°. Elle se maintient en plateau pendant six A huit 
jours et l’animal meurt en hypothermie. Cliniquement, la maladie 
ressemble a celle déterminée par le virus « cobaye E.R. » et 
4 la « pneumopathie du cobaye » décrite par Lépine et Sautter [2], 
mais nous allons voir que les lésions anatomo-pathologiques sont 
différentes. 

L’autopsie, en effet, montre des organes abdominaux tout a fait 
normaux et il n’existe pas d’exsudat péritonéal. Il n’y a pas 
d’adénopathies, pas de congestion des organes et, en particulier, 
la rate parait normale. ‘Les frottis de péritoine ne montrent pas 
d’inclusions. ‘Les lésions pulmonaires sont-plus ou moins impor- 
tantes. Le plus souvent, il s’agit de plages rouge lie de vin dissé- 
minées sur les deux poumons sans systématisation. Ces plages 
ont parfois un aspect carminé. Quelquefois, les lésions sont 
localisées 4 un lobe et c’est souvent le lobe inférieur. Les pou- 
mons sont spumeux a4 la coupe et flottent sur l’eau. L’examen 
microscopique confirme l’absence de lésions dans les organes 
abdominaux : foie, rate et reins. Les poumons présentent, au 
niveau des plages décelées macroscopiquement, une congestion 
des capillaires alvéolaires, avec quelques petits raptus hémorra- 
giques ; une alvéolite cedémateuse et des zones d’alvéolite hémor- 
ragique. Quelques nodules inflammatoires. lymphocytaires péri- 
bronchiques sont quelquefois groupés en petit foyers. En résumé, 
il s’agit d’une image d’cedéme aigu du poumon, qui est bien dif- 
férente des ]ésions décrites dans la pneumopathie du cobaye de 
Lépine et Sautter. Nous n’avons pas trouvé d’inclusions. 


Souris. — Les souris inoculées ddns le péritoine avec la 
souche de cobaye présentent une maladie mortelle en six a sept 
jours, sans signes cliniques particuliers et avec des lésions pul- 
monaires identiques a celles du cobaye. Actuellement, le virus 
neurotrope souris, aprés 26 passages, n’a plus d’action sur la 
souris par voie péritonéale. 

L’inoculation par voie intracérébrale donne une maladie trans- 
missible en série, entrainant la mort de l’animal vers le septi¢éme 
jour et caractérisée par les signes d’une méningo-encéphalite. I] 
n’y a pas de lésions pulmonaires, mais une méningo-encéphalite 
a prédominance lymphocytaire, sans caractéres histologiques 

rticuliers et sans inclusions. 

L’inoculation intrapéritonéale a 2 cobayes de cette souche 
neurotrope souris, aprés son vingt-sixiéme passage, a donné une 
maladie fébrile mortelle en huit et douze jours, avec les lésions 
macroscopiques et microscopiques habituelles au niveau des 


poumons. 
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Since. — Un singe cercopitheque inoculé dans le péritoine 
avec la souche de cobaye a présenté une maladie fébrile mor- 
telle, aprés une incubation de six jours et une réaction fébrile 
4 40-41° pendant neuf jours. Il n’y avait pas de lésions pulmo- 
naires. 

Actuellement, la souche neurotrope souris n’est pathogéne pour 
le singe cercopithéque que par voie intracérébrale. L’animal fait 
alors une méningo-encéphalite mortelle en une quinzaine de 
jours. Il s’agit d’une méningo-encéphalite a prédominance lym- 
phocytaire et sans caractéres histologiques iparticuliers. 


Laprx. — Les lapins inoculés soit avec la souche de cobaye, 
soit avec la souche neurotrope, dans le péritoine ou dans le cer- 
veau, ne présentent aucune réaction. 


Rar. — Le rat blanc, qui n’était pas sensible 4 la souche de 
cobaye, fait une méningo-encéphalite mortelle aprés inoculation 
intracérébrale de la souche neurotrope souris. 


CULTURE EN O£UF EMBRYONNE. — Nous avons seulement pra- 
tiqué inoculation dans le sac vitellin, selon la méthode aveugle 
classique. Les trois premiers passages n’ont rien donné de net. 
A partir du quatriéme, une mortalité réguliére s’est manifestée. 
Dés le sixiéme nous avons obtenu la mort de la totalité ou la 
presque totalité des embryons inoculés, vers le septiéme jour. 

Les lésions histologiques des membranes et de l’embryon 
n’offrent aucun caractére spécifique. I] s’agit d’cedéme et de 
congestion plus ou moins hémorragique. Nous n’avons pas 
trouvé d’inclusions. 

Apres le sixiéme passage, le virus avait conservé un pouvoir 
pathogéne normal pour la souris. 


CARACTERES DU VIRUS. 


Firtration. — La filtration sur Seitz de produit pathologique 
a été réalisée 4 trois reprises : deux fois par filtration de sang 
et une fois par filtration de broyat de poumon de cobaye. ‘Les 
animaux inoculés ont fait dans tous les cas une maladie expéri- 
mentale typique. 


Activité. — La souche de cobaye avait au début une activité 
déja importante. Le sang, les broyats de poumon, de rate et les 
émulsions de cerveau étaient actifs 4 1/50 000. La souche neuro- 
trope souris est devenue beaucoup plus active et la dose DL50 


pour la souris est obtenue avec une dilution de cervea 
a 1/200 000. ies. 
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CONSERVATION, RESISTANCE. — [Les cerveaux de souris conservent 
leur virulence pendant de nombreux mois par stockage au congé- 
lateur & —-25°. Ils se conservent au moins vingt jours au fri- 
eidaire. 

Il s’agit d’un virus assez résistant, qui n’est détruit qu’aprés 
deux heures de chauffage a 60° et deux minutes a 100°. Les anti- 
septiques, formol a 0,5 p. 100 et acide phénique 4 1 p. 100, le 
détruisent en quelques heures. 


ETUDE IMMUNOLOGIQUE. 


Pour lidentification immunologique de ce virus, nous l’avons 
comparé a 32 autres virus neurotropes pour la souris : 

10 virus isolés en Afrique tropicale ; 

4 virus isolés en Amérique tropicale ; 

14 virus neurotropes divers. 

La liste de ces virus figure dans les tableaux I et IH. Pour les 
caractéristiques de chacun d’eux, nous renvoyons 4 notre étude 
immunologique du virus encéphalomyélitique de Brazzaville {8}. 
Nous avons utilisé d’une part les épreuves de séro-neutralisation 
croisée au moyen d’anti-sérums expérimentaux et, d’autre part, 
les épreuves de déviation croisée du complément. Les techniques 
employées ont été décrites par ailleurs [8]. 

Les épreuves de séro-neutralisation croisée sur la souris vis-a-vis 
de 10 DL50 de chaque virus n’ont montré aucune relation immuno- 
logique entre le virus « cobaye pulmonaire » et les 32 autres 
virus. Le tableau I donne les résultats de la séro-neutralisation du 
virus cobaye pulmonaire par les sérums expérimentaux des autres 
virus. Le tableau II donne les résultats de la séro-neutralisation 
de 31 virus par l’anti-sérum expérimental cobaye pulmonaire. I] 
convient d’y ajouter l’épreuve pratiquée sur deux singes pour la 
séro-neutralisation du virus encéphalomyélitique de ‘Brazzaville. 

Les épreuves de la déviation croisée du complément n’ont de 
méme montré aucune relation immunologique entre le virus cobaye 
pulmonaire et les autres virus étudiés. 

Le virus « cobaye pulmonaire » est donc immunologiquement 
différent des divers virus neurotropes auxquels nous l’avons 
comparé. Il est en particulier différent du virus « cobaye E. R. » 
dont nous avons fait récemment |’étude [4], et sur lequel nous ne 
reviendrons pas. 

D’autres virus isolés chez le cobaye ont été décrits, mais les 
souches n’en ont pas été conservées et nous devons nous en tenir 
a la description parfois incomplete donnée par les auteurs. I] est 
d’ailleurs assez difficile de préciser s’il s’agit de plusieurs virus 
différents ou si plusieurs descriptions se rapportent 4 un méme 
agent pathogéne (Lépine {5)). 
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Tas.zau I. — Epreuves de séro-neutralisation 
du virus «cobaye pulmonaire », 
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La maladie décrite par Roemer [6] est une méningo-encéphalo- 
myélite donnant chez le cobaye une paraplégie flasque. I] s’agit 
done de manifestations pathologiques tout a fait différentes. 

‘La peste du cobaye de Gasperi et Sangiorgi [7] présente des 
analogies avec la maladie de Roemer, il n’est pas signalé de 
lésions pulmonaires et le virus n’est pas pathogéne pour la souris. 

Le virus décrit par Jonesco-Mihaiesti [8] donne cliniquement 
chez le cobaye une maladie tout a fait comparable a celle que 
nous avons décrite. Mais les Iésions constatées A l’autopsie sont 
absolument différentes. On observe en effet une dégénérescence 
du foie avec foyers de nécrose blanchatre, une hypertrophie des 
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Tasieau Il. — Epreuves de séro-neutralisation 
de divers virus par l'anti-sérum «cobaye pulmonaire». 
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ganglions et des surrénales, qui atteignent un volume considé- 
rable. 

Il nous reste enfin a différencier le virus « cobaye pulmonaire » 
de celui de la « pneumopathie du cobaye », qui est en réalité 
immunologiquement identique au virus de la chorio-méningite 
lymphocytaire (Lépine et M’ Sautter (2], Blanc [9)). 

Cliniquement, les maladies expérimentales chez le cobaye sont 
comparables, mais nous avons vu que les lésions histologiques 
sont tout a fait différentes. Nous avons vu également que les 
études immunologiques avec les sérums expérimentaux, par la 
séro-neutralisation croisée et par la déviation croisée du complé- 
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ment, ont montré qu’il n’y avait aucune relation immunologique 
entre Je virus « cobaye pulmonaire » et celui de la chorio- 
méningite lymphocytaire. La souche de ce dernier virus qui a été 
utilisée pour ces épreuves est la souche W. E. isolée en 1936 par 
Rivers et Scott [10] et que nous a envoyée J. E. Smadel. 

Enfin, un dernier argument, s’il en est besoin, qui confirme 
la séparation de ces deux virus, est donné par les résultats 
obtenus dans l’enquéte sérologique systématique que nous avons 
effectuée sur les sérums d’Africains d’A. E. F. Nous allons voir 
ci-dessous l’incidence du virus « cobaye pulmonaire » en patho- 
logie humaine, et nous pouvons dire que si nous avons trouvé 
62 sérums réagissant avec le vrius « cobaye pulmonaire », par 
contre, nous avons trouvé un seul sérum présentant des anticorps 
pour le virus de la chorio-méningite lymphocytaire, et ces 
résultats sont obtenus sur plus de 800 sérums examinés. 

L’individualité immunologique du virus « cobaye pulmonaire » 
nous semble donc suffisamment démontrée. 


INCIDENCE EN PATHOLOGIE HUMAINE. 


Nous nous sommes livré 4 une enquéte sérologique par la 
réaction de déviation du complément sur la population africaine 
de A. E. F. Nous avons utilisé les divers anligénes que nous 
avions préparés pour les épreuves d’identification des virus isolés 
a Brazzaville. Les résultats de cette enquéte seront donnés par 
aulleurs. Nous rapporterons seulement ici les résultats obtenus 
avec l’antigéne « cobaye pulmonaire » : 


cones POSITIFS 
Moyen-Congo. ....... 600 38 
Oubangui..... Pes Nomen ALO 13 
CRAG Rey ekg 6 cote tatona 156 2a 
AB OCA: Pub te Sad vac se 896 62 soit 6,9 p. 100. 


Ces résultats doivent faire admettre l’incidence humaine impor- 
tante de ce virus et il y a tout lieu de penser qu’il se manifeste 
chez l'homme, comme chez le cobaye, par des signes pulmo- 
naires. I] serait donc intéressant, a l'avenir, d’examiner systé- 
matiquement les sérums des malades présentant des affections 
respiratoires plus ou moins atypiques. 


CONCLUSIONS. 


Nous avons isolé un virus agent d’une pneumopathie spontanée 
du cobaye, et dont la mise en évidence, par exaltation de la viru- 
lence, s’est faite le plus souvent a Vl’occasion d’inoculations 
diverses. Par passages successifs chez le cobaye on obtient une 
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maladie fébrile rapidement mortelle et caractérisée par des 
lésions pulmonaires 4 type cedéme aigu du poumon. 

Par adaptation au cerveau de souris nous avons obtenu une 
souche neurotrope souris qui tue réguliérement l’animal vers Je 
septiéme jour, avec des signes de méningo-encéphalite a prédo- 
minance lymphocytaire. Ce virus neurotrope est également patho- 
géne, par vole intracérébrale, pour le rat et pour le singe. 

Aprés 26 passages de cette souche neurotrope souris, |’ino- 
culation intrapéritonéale au cobaye reproduit la maladie fébrile 
originale, avec localisations pulmonaires. 

Par les épreuves de séro-neutralisation croisée et de déviation 
croisée du complément, nous avons comparé ce virus a 382 autres 
virus neurotropes divers. Aucune relation immunologique n’a été 
décelée entre le virus cobaye pulmonaire et les autres virus. !1 
se montre en particulier différent du virus « cobaye E. R. » isolé 
également 4 Brazzaville et du virus de la « pneumopathie du 
cobaye », qui est immunologiquement identique a celui de la 
chorio-méningite lymphocytaire. 

Une enquéte sérologique menée chez la population africaine 
de lA. E. F. montre un pourcentage de prés de 7 p. 100 de 
résultats positifs avec l’antigéne « cobaye pulmonaire ». On doit 
done conclure 4 l’incidence humaine importante de ce virus, mais 
il nous est encore impossible de préciser sous quelles manifes- 
tations cliniques il se présente. 
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DEVELOPPEMENT DU VIRUS GRIPPAL 
ET pH DU LIQUIDE ALLANTOIQUE 


Il. — RECEPTIVITE DE LA MEMBRANE CHORIO-ALLANTOIQUE 
A VINFECTION ET DEVELOPPEMENT DU VIRUS 
SUIVANT L'AGE 
DE L’EMBRYON ET LE pH DU LIQUIDE ALLANTOIQUE 


par B. FAUCONNIER ('), 


(Institut Pasteur. Centre National de la Grippe. 
Service de M. R. Dusarric pe LA RIvIERE.) 


Depuis que de nombreux auteurs ont montré les variations 
survenant dans les valeurs du pH du liquide allantoique de l’ceuf 
de poule embryonné normal [4, 2, 3, 4, 5, 6; 7] ou infecté de 
virus grippal [8, 9, 40, 44, 42], nous nous sommes attaché A 
étudier de plus prés les détails de ces variations. 

Dans un récent travail [413], nous avons montré : 1° Que le 
virus pouvait se développer lorsqu’il était inoculé dans un liquide 
allantoique légérement et naturellement acide, mais que la limite 
inférieure du pH du liquide compatible avec l’infection était rapide- 
ment atteinte et voisine de pH 6. 2° Que si l’infection survenait, 
le pH du liquide allantoique remontait d’une maniére caractéris- 
tique et conslante jusqu’aux environs de la neutralité. Deux phé- 
noménes bien distincts sont ainsi définis. Cette étude ne concerne 
qu’un aspect du premier d’entre eux. 

Le fait que, d’une part, le virus perd la propriété de se déve- 
lopper dans un liquide allantoique ayant un pH inférieur a 6 et 
que, d’autre part, au fur et & mesure de son vieillissement, le 
liquide allantoique des ceufs embryonnés s’acidifie jusqu’a des 
valeurs voisines de pH 5,5 et méme inférieures, améne a penser 
qu'il existe une relation étroite entre le pourcentage d’embryons 
capables d’étre infectés par voie allantoique et lage de ces mémes 
embryons. En effet, il est maintenant connu qu’il existe de grandes 
variations individuelles de pH allantoique parmi des ceufs du 
méme Age et incubés de la méme maniére, et ceci particuliére- 
ment a partir du douziéme ou treiziéme jour. Les plus grandes 
variations peuvent étre enregistrées vers le quatorziéme ou 
quinziéme jour ow certains ceufs ont un pH allantoique encore 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 mars 1954. 
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voisin de pH 8, alors que d’autres en ont déja un aux environs 
de pH 5,5. Il est donc logique de penser que chaque jour un 
plus grand nombre d’embryons deviendront réfractaires a ]’in- 
fection par voie allantoique du fait de la valeur trop basse du 
pH de leur liquide. 


MATERIEL ET METHODES EMPLOYES. 


OEufs embryonnés : ceufs de Leghorn incubés & 38,5°. 
Souche de virus grippal : une souche A — PR8 entretenue au 


Fic. 4. 


laboratoire par passage sur ceuf, et dont le titre 50 p. 100 infec- 
tant pour l’embryon de dix jours est de 10—*. 

Ponction du liquide allantoique de l’ceuf embryonné et déter- 
mination du pH de ce liquide : |’ceuf est miré, et le point de 
ponction choisi est le méme que celui déterminé pour l’inocula- 
tion intra-allantoique. Aprés désinfection de la surface de la 
coquille 4 l’alcool, on perce un petit orifice avec un stylet et on 
ponctionne quelques gouttes de liquide allantoique (0,4 ml) au 
moyen d’une seringue de 1 ml munie d’une aiguille spéciale. 
Cette aiguille, décrite par Green et Freyman [14] présente, outre 
son orifice terminal, deux ou trois orifices supplémentaires éta- 
gés sur les parois latérales au voisinage de l’extrémité. Elle doit 
mesurer 40 mm de long et 12/10 mm de diamétre pour que la 
ponction soit facile a tous les Ages de l’embryon. Chaque liquide 
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recueilli est déposé dans l'une des cupules d’un plateau se 
matiére plastique (fig. 1). A chaque ceuf correspond une oe es 
La plaque rapidement remplie, on détermine le pH de chaque 
liquide avec un électro-pH-métre (Heito) muni d’une micro- 
électrode de verre (fig. 2). Si l’on désire ensuite rechercher pal 
hémo-agglutination la présence ou l’absence de virus dans chaque 
liquide ainsi prélevé, il suffit d’ajouter quelques gouttes de glo- 
bules rouges de poulet a 0,5 p. 100 dans chaque cupule. 


I. — pH aLranroiquE ET RECEPTIVITE EMBRYONNAIRE 
A L’ INFECTION VIRALE. 


ExpERIMENTATION. — Des lots d’une quarantaine d’ceufs 


Fic. 2. 


embryonnés agés de 12, 18, 14, 15, 16 et 17 jours sont ponc- 
tionnés stérilement, et le pH du liquide allantoique de chacun 
est déterminé. Puis tous les ceufs sont inoculés par voie 
allantoique avec une souche APRS8 diluée a 10-*. Apres 
un séjour de quarante-huit heures a l’étuve a 37°, ils sont 
de nouveau ponctionnés individuellement et la présence du virus 
est recherchée qualitativement dans chaque liquide par hémo- 


agglutination. Les ceufs morts au moment du prélévement ne sont 
pas compris dans les résultats. 


REsULTATS ET piscussion (tableau I et fig 8). 


Le pH moyen des ceufs neufs (avant inoculation) descend forte- 
ment & partir du douziéme ou treiziéme jour a mesure que les 
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TABLEAU I, 


A-age des oeufs au moment de 1l’inoculation. 

B-nombre d’oeufs utilisés. 

C-pH moyen des liquides all.avant inoculation, 

D-pourcentage des liquides all.+ 4 1’hémo-agglutin, 

E-pourcentage des liquides all.O A 1’hémo-agglutin. 

F-pourcentage des liquides all.dont le pH est infé- 
rieur a 6 au moment de l’inoculation. 

G-nombre de liquides all.a pH inférieur a 6 qui 
sont devenus + A 1’hémo-agglutination. 

H-nombre de liquides all.& pH inférieur a 6 au mo- 
nent de l’inoculation, 


ceufs vieillissent (courbe 1). Le phénomeéne caractéristique et 
normal est maintenant bien connu. Parallélement on constate 
que le pourcentage des ceufs dont le liquide allantoique est 
infecté (hémo-agglutination positive) décroit de jour en jour 
(courbe 2). A 90 p. 100 & douze jours, il n’est plus qu’a 7,7 
p. 100 a dix-sept jours. La courbe 8 montre dans quelle mesure 
et pour quelle raison la réceptivité du liquide allantoique a Pinfec- 
tion est fonction de son pH. Cette courbe indique en effet que le 
pourcentage des ceufs dont le pH allantoique est inférieur a 6 
augmente dans un rapport de proportions semblable a celui ot 
Vinfection ne s’est pas développée. Or, sur les 56 ceufs au total 
qui, au moment de l’inoculation, avaient un pH allantoique infé- 
rieur 4 6, un seul (pII 5,9) s’est montré réceptif a l’infection. Le 
fait que le pourcentage des ceufs a pH allantoique inférieur a 6, 
donc incompatible avec l’infection, augmente 4 mesure que les 
ceuls vieillissent, explique dans sa plus grande part la diminu- 
tion de réceplivilé consécutive des ceufs a partir du dixiéme ou 
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douziéme jour d’incubation. Cependant, il ne semble pas tout 
expliquer, puisque la courbe 4 (ceufs négatifs) n’est pas super- 
posable a la courbe 3 (ceufs 4 pH allantoique inférieur 4 6). Un 
certain nombre d’ceufs dont le pH du liquide allantoique est supé- 
rieur & 6 au moment de J’nioculation, n’est pas infecté. Nous 
avons déja donné, par ailleurs [43], l’explication du phénomene, 
en montrant que Vinoculation n’arréte pas la chute du pH du 


I00 


valeurs de pH 
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age des oeufs 


12 3 14 sis) I6 aA 
I=Liauides allantoiques + a 1’hémo-agglutination. 
2=pH moyen des liquides allantoiques avant inocul. 
3=lioquides allantoigues O 4 1’hémo-agglutination. 
4=liquides allantoiques 4 pH inférieur 4 O au mo- 

ment de l’inoculation. 


Fic. 3. 


liquide allantoique. Ce pH pouvait ainsi continuer a descendre 
rapidement au-dessous de 6 dans les quelques heures suivantes 
et dans ce cas l’infection ne se produisait pas. Ce qui importerait, 
ce ne serait pas tant le pH du liquide au moment de l’inoculation 
du virus (et de son adsorption sur les cellules de la membrane 
chorio-allantoique qui se fait presque aussitét), mais plutdét son 
pH a un stade ultérieur de la multiplication (peut-étre fixation 
du deuxiéme cycle). Mais nous ne discuterons pas plus de ces 
phénoménes. Ils ne sont a retenir ici que dans la mesure ou ils 
expliquent la non-réceptivité de certains ceufs 4 pH allantoique 


VIRUS GRIPPAL ET pH DU LIQUIDE ALLANTOIQUE 713 


supérieur 4 6. Tout ceci n’est évidemment valable que si l’on 
emploie une dilution de virus pas trop grande et suffisamment 
éloignée de la dose infectante limitée. La dilution de 10-* utilisée 
dans ce travail répond a ces conditions pour la souche de virus 
considérée. 

Un autre facteur pouvant jouer un role dans la réceptivité des 
ceufs a linfection réside en |’augmentation, dans le liquide allan- 
toique des ceufs normaux a partir du douziéme jour, d’un inhibi- 
teur de l’hémo-agglutination produite par le virus grippal. Cette 
substance, mise en évidence par Svedmyr [45, 16, 47] et étudiée 
ensuite par Hardy et Horsfall [48] et Polley [42], pourrait inhibier 
la fixation du virus sur les cellules de la membrane chorio-allan- 
toique. S’il est possible de faire intervenir ce facteur pour expli- 
quer la non-réceptivité de certains ceufs 4 pH allantoique supé- 
périeur a 6, il est hors de doute que, d’aprés ce que nous venons 
de voir, l’existence de liquides 4 pH trop acide joue le principal 
role, car quel que soit Age de |’embryon (12 ou 17 jours), un 
pH allantoique 4 5,8 au moment de l’inoculation est incompa- 
tible avec l’infection. En outre, comme l’ont signalé Henle [419] 
et Florman [20], la réaction entre les récepteurs des globules 
rouges et le virus n’est pas un modéle parfait de la réaction entre 
le virus et les cellules susceptibles d’étre infectées. 

‘Les résultats obtenus plus haut répondent a une méme série 
d’expériences. Suivant l’origine des ceufs et la maniére dont ils 
sont incubés (température surtout), on pourra avoir des pour- 
centages différents pour un jour donné, mais les courbes auront 
toujours le méme aspect. Les valeurs ne seront pas les mémes, 
mais les courbes seront semblables, et on aura toujours une dimi- 
nution de la réceptivité a Jl infection correspondant a une 
augmentation du nombre des ceufs a pH allantoique inférieur a 6. 
Ceci nous améne a reconsidérer |’importance de la température 
d’incubation des ceufs avant inoculation. Romanoff et Hayward [21] 
ont montré que plus la température d’incubation est élevée, 
plus précoce est la chute normale du pH du liquide allantoique. 
Ceci s’explique par le fait que des embryons incubés a 39° se 
développent plus rapidement qu’a 37° ou 35°. Leur métabolisme 
est plus actif. Par suite, le pourcentage des ceufs a pH allan- 
toique inférieur a 6 est plus important, pour un jour donné, parmi 
les ceufs incubés 4 39° que parmi ceux incubés a 37° ; et ceci pour 
des ceufs provenant du méme élevage, c’est-a-dire ayant la méme 
composition nutritive moyenne. Beveridge en 1944 [22], étudiant 
V’influence de la température d’incubation préliminaire des ceufs sur 
leur réceptivité a l’infection par les souches de virus grippal Bon 
et Bel, constata qu'un pourcentage important d’ceufs incubés a 39° 
présentait, quarante-huit heures aprés inoculation, un liquide 
négatif a ’hémo-agglutination, alors que tous ceux incubés a 37° 
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possédaient un liquide positif au méme test. L’auteur ne donna pas 
l’explication de ces différences de réceptivité. Il est tres probable 
que parmi ces ceufs incubés a 39°, il y en avait un certain nombre 
dont le liquide allantoique présentait un pH trop acide et incom- 
patible avec l’infection, alors qu’ 37° il n’en existait pas encore. 
Ceci est d’autant plus probable que ce phénoméne ne se produi- 
sait qu’aprés inoculation allantoique, Vinjection de virus dans 
l’amnios ou le sac jaune donnant toujours des résultats positifs. 
Or on sait [8] que ces milieux ont un pHI nettement alcalin ct 
relativement stable. 


Il. — pH pu LIQUIDE ALLANTOIQUE, AGE DE L’OEUF EMBRYONNE 
ET DEVELOPPEMENT QUANTITATIF DU VIRUS. 


Jusqu’a présent, il n’a été considéré que le cété qualitatif de la 
question. Seule la réceptivité totale ou nulle de Voeuf a été envi- 
sagée. Il peut étre intéressant de rechercher dans quelle mesure 
labaissement normal du pH du liquide allantoique et l’augmen- 
tation du pourcentage des ceufs non réceptifs consécutifs au vieil- 
lissement de l’ceuf peuvent jouer un réle dans le développement 
quantitatif du virus dans le liquide allantoique. 


EXPERIMENTATION. — Cing lots de 20 cufs embryonnés, Agés 
de 12, 13, 14, 15 et 16 jours, sont inoculés par voie allantoique 
avec la souche A PR8-a la dilution de 10—*. Aprés quarante-huit 
heures d’une nouvelle incubation & 37°, les ceufs sont tous ponc- 
tionnés afin de déterminer Je nombre de liquides allantoiques 
infectés dans chaque série, puis mis a refroidir 4 4° pendant 
quinze heures et ensuite prélevés en 5 pools correspondant aux 
cing jours considérés. Les ceufs morts ou infectés sont éliminés. 
Le volume et le titre hémo-agglutinant de chaque poo] est déter- 
miné de facon précise. A cet effet, on pratique deux séries de 
dilutions de 2 en.2 pour chaque pool, lune commencant au 1/20 
et l'autre au 1/32. Le titre hémo-agglutinant est représenté par 
inverse de la dilution la plus forte donnant encore une agglu- 
ination totale. Le titre hémo-agglutinant moyen par ceuf est 


= 


donné par la formule (E = volume total du pool, F = titre 


hémo-agglutinant, B = nombre d’ceufs dans chaque pool). 


REsuLTATS ET DIscusston (tableau II). 


Les résultats montrent, comme précédemment, en méme temps 
qu'une diminution du pH moyen avant inoculation, une augmen- 
tation du nombre des ceufs non infectés. Mais le nombre d’unités 
hémo-agglutinantes par ceuf ne semble pas inversement propor- 
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TABLEAU II. 


fon [oef os 


testa  [ 
e[ss[ eal [or 


A=age des oeufs au moment du prélévement. 

B=nombre d’oeufs éxaminés. 

C=pH moyen des liquides allantoiques avant inocul. 

D=pourcentages des liquides allantoiques négatifs., 

E=volume total de liquide. 

F=titre hémo-agglutinant moyen. 

G=nombre d’unités hémo-agglutinantes moyennes par 
oeuf : E.F 


B 


tionnel seulement au nombre des ceufs négatifs. Cela signifie-t-il 
que le virus se développe quantitativement moins bien dans des 
ceufs 4 pH allantoique compris entre 6 et 7 que dans ceux 4 pH 
allantoique ne‘ttement alcalin? De nombreux examens n’ont pas 
confirmé cette hypothése. Le virus peut se multiplier aussi bien 
dans un liquide allantoique a4 pH 6,5 (et aussi rapidement) que 
dans un liquide a pH 8. Il peut y avoir, d’un ceuf a l’autre, des 
variations individuelles en ce qui concerne la quantité de virus 
récoltée, mais elles affectent aussi bien les ceufs 4 pH allantoique 
a 6,5 qu’a 8. Les quantités moyennes sont les mémes. 

L’explication réside dans JVexistence de J inhibiteur de 
Svedmyr [45] que contient le liquide allantoique normal (ou non 
infecté, ce qui revient au méme) et qui inhibe en partie |’hémo- 
agglutination d’une certaine quantité de virus existant. Polley, 
Burr et Gillen [42] ont étudié les relations pouvant exister entre 
le pH du liquide allantoique et la quantité d’inhibiteur que ce 
liquide renferme. Ils ont déduit de leurs expériences (tampon- 
nement du liquide allantoique neuf in vivo) que |’augmentation 
de Vinhibiteur au cours du vieillissement de l’ceuf n’était pas lice 
a la chute du pH du liquide allantoique. L’expérience ci-aprés, 
si elle confirme d’une part les résultats de Polley, permettra de 
montrer par quel moyen le pH allantoique peut tout de méme 
jouer un role indirect dans la quan‘ité d’inhibiteur existant dans 
un pool de liquides allantoiques 4 un jour donné. 
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Des ceufs embryonnés de 14, 15, 16, 17 et 18 jours, incubés 
3 38,5°, sont ponctionnés et le pH du liquide allantoique de 
chacun d’eux est déterminé. Pour chaque age envisagé, trois 
pools distincts de liquides allantoiques absolument dépourvus de 
globules rouges sont préparés de maniére a ne réunir ensemble 
que les liquides de méme pH. Sauf pour les dix-septiéme et dix- 
huitiéme jours, ow il n’y a plus de liquides alcalins, on aura pour 
chaque jour trois liquides, l’un a pH 8, l'autre 4 pH 7 et le der- 
nier & pH 6. 

Le titre inhibiteur de chacun des 13 liquides ainsi préparés (et 
débarrassés par centrifugation de leurs précipités) est déterminé 
par la méme méthode que celle employée par Polley. La souche 
de virus A-PR8 est diluée semblablement quatorze fois de 2 en 2 
sur 10 tubes en eau physiologique. Le premier tube contient 
0.05 ml] de virus dans 0,5 ml d’eau. Aux 10 tubes de chacune 
des 13 séries on ajoute I goutte de l’un des 13 liquides a exa- 
miner. La quatorziéme série recoit I goutte d’eau physiologique 
et sert de témoin. Pour augmenter la précision des résultats, on 
effectue 14 nouvelles séries de dilutions ot la dilution de virus 
dans le premier tube n’est pas de 1/20, mais de 1/32. Les doses 
de liquide allantoique ajoutées sont identiques. L’ensemble des 
tubes est agité et chacun recoit pour terminer 0,5 ml d’une 
suspension d’hématies de poule a 0,25 p. 100. La lecture se fait 
aprés deux heures de sédimentation a la température du labo- 
ratoire. Le titre inhibiteur de chaque liquide est le rapport entre 
le titre hémo-agglutinant de la série témoin et le titre de chacune 
des séries ayant recu du liquide allantoique. 


TasLeau III. 


progres- eee 4 8 Id 
sion ——— 


Les résultats (tableau III) montrent immédiatement que, d’une 
part, le titre inhibiteur est, 4 peu de chose prés, le méme pour 
un jour donné, quel que soit le pH du liquide allantoique, et 
que, d’autre part, ce titre double approximativement de valeur 
d'un jour a l’autre. 

Si lon reconsidére maintenant les titres hémo-agglutinants 
oblenus dans les liquides allantoiques des 5 pools correspondant 
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aux cing jours envisagés (tableau II), on s’explique pourquoi 
une grande partie du virus existant réellement dans les pools de 
ces liquides n'est pas détectée par hémo-agglutination, et ceci 
d’autant moins que la proportion de liquides non infectés est 
plus grande, car, comme l’a montré Svedmyr {47}, le titre inhibi- 
teur des liquides infectés est négligeable. Prenons comme base le 
titre hémo-agglutinant au quatorziéme jour (jour de prélévement 
correspondant aux ceufs inoculés 4 12 jours) et effectuons les cor- 
rections en multipliant les titres des jours suivants, d’une part 
par 2, 4, 8 et 16 (suppression de l’effet inhibiteur), et, d’autre 
part, par le rapport entre le pourcentage des ceufs négatifs aux 
différents jours et celui des ceufs négatifs A 14 jours. Cette double 
opération a pour effet de corriger « abord l’augmentation quoti- 
dienne de l’inhibiteur, et ensuite l’accroissement de la quantité 
d’inhibiteur produit par V’accroissement des ceufs non infectés. 


TaABLEAu IV. 


14 TS T6 r7 I8 
UacGrer Haat, 
non 9425 2533 VES S07 I30 
corrigé 
titre HA. 
aprés 8964 9533 8690 8830 
correctio 


calcul de la correction 3 X= #.*% - oT 
T= titre hémo-agglutinant au jour orya 

nS rapport du titre inhibiteur le jour considéré 
i au titre inhibiteur 4 14 jours.#*2,4,8,I6. 
N=pourcentage des oeufs négatifs le jour considéré 
in=pourcentage des oeufs négatifs a 14 jours. 


Les résultats exposés dans le tableau [V montrent que les titres 
hémo-agglutinents deviennent sensiblement équivalents, aux erreurs 
d’expériences prés. Ce qui signifie que, lorsque cela lui est pos- 
sible, le virus se développe aussi bien dans des ceuls embryonnés 
de 12 jours que dans des ceufs de 16 jours, ainsi que l’a signalé 
von Magnus {23], mais que sa mise en évidence quantitative est 
impossible d’une maniére exacte. 

D’aprés ces constatations, on peut dire que, si le pH du liquide 
allantoique ne joue pas un réle direct dans les phénoménes liés 
a l’augmentation de |’inhibiteur de lhémo-agglutination dans les 
liquides allantoiques d’ceufs Agés, il joue un role indirect de pre- 
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mier plan en empéchant par sa valeur trop basse (inférieure a 6), 
d’une maniére de plus en plus importante au cours du vieillisse- 
ment de l’ceuf, tout développement de virus dans certains ceuls 
et, par suite, en augmentant d’autant, dans un_ lot d’ceuls 
inoculés, la quantité de l’inhibiteur qui est maximum dans les 
liquides allantoiques non infectés. 


RESUME. 


Au cours du vieillissement d’un lot d’ceufs embryonnés, la 
réceplivité moyenne des ceufs a l’infection par le virus grippal 
par voie allantoique diminue parallélement a la baisse moyenne 
du pH du liquide allantoique avant inoculation. La cause de ce 
phénoméne réside en l’augmentation quotidienne du nombre 
des ceufs dont le pH du liquide allantoique, inférieur a 6, ne 
permet pas le développement du virus. 

Lorsque l’infection peut se produire, la valeur du pH du 
liquide allantoique n’a pas d’influence sur le développement 
quantitatif du virus. Si la quantité de Vinhibiteur de |’hémo- 
agglutination, qui existe dans les liquides allantoiques des ceufs 
embryonnés agés, n’a pas de relation, dans un lot d’ceufs neufs, 
avec la valeur du pH de ces liquides, elle dépend toutefois indi- 
rectement de cette valeur, dans un lot d’ceufs infectés, du fait 
qu’elle est maximum dans les liquides qui n’ont pu étre infectés 
a cause de leur pH trop acide. 

Les corrections effectuées sur les titres hémo-agglutinants des 
liquides allantoiques de lots d’ceufs infectés a différents Ages 
embryonnaires, en ce qui concerne d’une part l’augmentation 
journaliére de ]’inhibiteur et, d’autre part, l’accroissement des 
ceufs non infectés, semblent indiquer que le virus peut se déve- 
lopper aussi bien dans des ceufs Aagés de 12 jours que dans des 
ceufs 4gés de 13, 14, 15 ou 16 jours. 
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ETUDES DE SYSTEMATIQUE BACTERIENNE 
X. REVISION DES ESPECES REUNIES 
DANS LE GENRE ACHROMOBACTER 


par J. BRISOU et A-R. PREVOT (’). 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Les espéces réunies dans le genre Achromobacter forment un 
ensemble beaucoup trop hétérogéne qu’il devient indispensable de 
réviser. Des bactéries ont été inconsidérément étiquetées Achro- 
mobacter. D’autres ont été placées dans des genres ou des familles 
différentes (Pseudomonas, Enterobacteriacex, Moraxella, etc.) alors 
qu’elles appartenaient précisémentau genre Achromobacter. Autre- 
ment dit, on a introduit dans ce genre des espéces qui n’en étaient 
pas, alors que des Achromobacter authentiques en ont été exclus. 

Bergey, en 1923, proposa le premier le genre Achromobacier. 
Pour cet auteur et ses collaborateurs, ce genre est le second de 
la famille des Achromobacieriacex, ordre des Eubacteriales. Le 
zenre I de cette famille est Alcaligenes, Castellani et Chalmers, le 
genre III comprend les Flavobacterium. J. Magrou et A.-R. Pré- 
vot (1948) situent le genre Achromobacter dans la tribu des Achro- 
mobacierex, quils classent parmi les Pseudomonadacezx. Cette 
position est de beaucoup la plus logique [4]. 

Dans un travail récent [2] l'un de nous a reconsidéré le pro- 
bléme et proposé une systématique simplifiée permettant une 
orientation rapide des quelques espéces rencontrées en clinique 
ou dans les denrées alimentaires. J. Barreau dans sa thése [3] a 
résumé cette conception. ; 

L’essentiel de ce mémoire est d’incorporer les espéces réunies 
sous le terme générique Alealigenes dans le genre Achromobac- 
ier, d’exclure de celui-ci les espéces 4 Gram-positif classées A 
tort par certains auteurs dans ce genre et enfin d’y regrouper 
des espéces 4 Gram-négatif mal classées ou non classées (cer- 
taines Shigella, quelques Pseudomonas non chromogénes, des 
Morazella, Neisseria, etc.). 

Nous avons voulu enfin séparer d’une maniére plus formelle 
les espéces mobiles des espéces immobiles. I] a fallu pour cela 
définir un genre nouveau, celui des Acinetobacter, dont on don- 
nera plus loin la raison et le sens. 


(*) Manuscrit recu le 15 mars 1954. 


—— s,s 
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La littérature permet de dénombrer environ 130 espéces 
décrites au moins une fois sous |’épithéte Achromobacter. I] va 
sans dire que bon nombre de ces espéces ne devaient pas lui 
étre rattachées : on ne peut en effet accepter les espéces Gram- 
positives comme Achr. amylovorum. Les espéces gazogénes ne 
peuvent pas non plus étre considérées comme Achromobacter. 
Cela est contraire a la définition que nous en donnerons. 

On sait d’autre part que les Pseudomonas sont caractérisés par 
la présence d’un pigment soluble diffusant dans les milieux de 
culture. Nous avons done admis dans le genre Achromobacter les 
Pseudomonadacex incolores considérées A tort comme des Pseu- 
domonas. C’est le cas par exemple de Pseudomonas membrani- 
formis et de bien d’autres non chromogeénes [40] pour lesquelles 
il n’a pas été tenu compte de cette absence de pigment. 

Les Enterobacteriacex attaquent toujours le glucose et les ni- 
trates ; 11 était donc contraire aux définitions d’y vouloir inclure 
le genre Alcaligenes dont les espéces n’exercent pas la moindre 
activité sur les sucres et ne réduisent que rarement les nitrates. 

L’un de nous [4] a discuté avee Morichau-Beauchant le cas de 
Moraxella lwoffi. La thése de Bourlat [5] fut consacrée a ce sujet. 
Ses conclusions proposaient de placer les germes décrits sous les 
noms de B. anitratum, Morazella lwoffi var. glucidolytica [6] dans 
le groupe des Achromobacter. Nous proposons maintenant de 
les grouper dans le nouveau genre Acinetobacter. 

Ces prises de position n’ont pas été sans soulever quelques cri- 
tiques [7] surtout en ce qui concerne le genre Alcaligenes. Mais 
il faut reconnaitre qu’aucune raison morphologique, biochimique 
ou sérologique ne vient a l’appui des théses proposées. 

La conception de Nyberg rapportée par Topley et Wilson en 
1946 n’est pas davantage admissible. D’aprés ces auteurs, on dis- 
tingue un type immobile, sans action sur le lait et les sucres 
auquel on réserve ]’épithéte — du reste incorrecte — de Bacillus 
fecalis alcaligenes. Le second type, mobile, alcalinisant Ie lait et 
les solutions glucosées, recoit le nom de Vibrio alcaligenes. (On 
doit limiter les genre Vibrio aux seules espéces Incurvées munies 
d’un cil polaire). 

Rien ne peut donc s’opposer a ce que l’on considére les espéces 
décrites dans le genre Alcaligenes comme des Achromobacter. Ce 
sont des bacilles Gram-négatif, mobiles, munis de cils polaires ou 
péritriches, faciles a cultiver, donnant sur gélose des colonies 
incolores. 

Nous proposons la suppression d’un genre sur leque] personne 
nest d’accord et dont aucun argument sérieux ne permet de 
défendre l’autonomie. 

Enfin, comme nous I’avons annoncé, il parait utile de séparer 
les espéces mobiles des espéces immobiles. Pour ces derniéres !e 
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nom générique Acinetobacter, tiré du grec : axtvytos, parail jus- 
tifié. I] groupera les anciens Achromobacter immobiles. Il en 
résul'e que la premiére définition de Bergey sera un peu modifiée. 


DEFINITIONS. — CARACTERES GENERAUX. 
I. — Achromobacter. 


Les Achromobacter sont des bacilles mobiles, Gram-négatifs, 
aisés A mettre en évidence par les procédés usuels ; la coloration 
bipolaire est fréquente. Ces batonnets mesurent de 0,1 a 0,3 iu 
sur 1,5 4 4u. On rencontre des formes courtes ou au contraire 
filamenteuses suivant les conditions de milieu. Ces germes doivent 
leur mobilité & un appareil ciliaire polaire ou péritriche. Is n’ont 
ni spore, ni capsule. On observe des variantes « R » ou « M » 
comme chez les autres bactéries ; Jes formes « M » muqueuses 
ont, bien entendu, perdu leur mobilité. 


Cutrure. — Si l’on fait exception des espéces adaptées a la 
vie maritime, pour lesquelles on doit mettre en ceuvre des procé- 
dés de culture particuliers, tous les Achromobacter sont aisés a 
cultiver. Tous les procédés conviennent A ces germes qui se com- 
portent aussi bien a la température ordinaire qu’a 37°. L’optimum 
de croissance se situe souvent entre 25° et 30°. On a pu cultiver 
certaines espéces 4 0° ou &4 — 3° (Coyne, Zobell, etc.). Ces ba- 
cilles habitués 4 la vie libre sont peu exigeants, ils possédent de 
grandes facultés d’adaptation qui leur permettent de croitre dans 
des milieux synthétiques extrémement pauvres, ainsi que J. Bar- 
reau le montre dans sa thése [3]. 

Sur gélose : colonies épaisses, brillantes, grisdtres ou translu- 
cides (espéces marines surtout), butyreuses ou visqueuses, fi- 
lantes. Les vieilles cultures peuvent prendre une teinte café au 
lait comme certaines cultures de Proteus. Il ne s’agit pas la d’une 
chromogenése, :1ais de simples phénoménes d’oxydation. 

Le bouillon est uniformément troublé par la plupart des souches. 
Certaines y forment un voile superficiel ou constituent des dépdts 
abondants. 

Les Achromobacter sont tant6t aérobies stricts, tant6t anaérobies 
facultatifs. Ils sont dotés d’une activité glucidolytique qui varie 
suivant les espéces. Leurs cultures ne donnent jamais lieu A un 
dégagement gazeux. Les autres caractéres biochimiques servent 
de base a leur détermination. I] faut noter enfin que bien des 
espéces croissent sur les milieux spéciaux destinés a l’isolement 
des Enterobacteriacex avec lesquelles on peut les confondre si 
lon n’en fait qu’une étude superficielle. R. Buttiaux et coll. [9] 
ont spécilié l’aspect des colonies d’Achromobacter sur le milieu au 
triphényltétrazolium additionné de tergitol dont ils font usage pour 
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les analyses d’eaux de boisson. Ces colonies sont violettes en raison 
de la réduction du TTC. Lorsque les espéces sont lactose-néga- 
tives, elles forment des colonies entourées d’un halo bleu. 


Hasitar. — Les Achromobacter sont trés répandus dans la na- 
ture. On les rencontre dans le sol, les eaux douces, les eaux de 
mer, les égotits, les coquillages et autres produits de la mer, la 
boue, Vintesun de homme et des animaux terrestres ou marins, 
les insectes, etc. Nous en avons isolé de pus, d’urines, de selles 
humaines. Ces notions soulévent des problemes d’hygiéne et 
posent la question de leur rdle possible en pathologie. I] est encore 
prématuré de répondre. Des enquétes sont en cours actuellement. 


CONSTITUTION ANTIGENIQUE. — On sait peu de chose sur la consti- 
tution antigénique des Achromobacter. On peut cependant avan- 
cer quil n’y a pas de parenté antigénique entre eux et les Entero- 
bacteriacex. 

L’un de nous a observé une communauté d’antigéne entre une 
souche d’Achr. litoralis isolé de eau de mer a Toulon et Achr. 
iophagum provenant de l’eau d’un aquarium d’appartement. (In 
these de Barreau). Le sérum anti-iophagum agglutinait en outre 
certaines souches d’anitratum. Ceci montre déja une parenté anti- 
génique entre les deux genres Achromobacter et Acinetobacter. 


Il. — Acinetobacter. 


Ce genre nouveau est proposé pour grouper tous les Achromo- 
bacter immobiles. Il n’est pas rare de rencontrer parmi eux des 
formes trés courtes, parfois méme capsulées, que l’on a pu prendre 
pour des Neisseriacex. Un certain nombre de « Mimex » proposées 
par de Bord, sont comme l’un de nous l’a précisé [4 bis] des 
espéces trés courtes. Ces formes ne sont pas rares en clinique 
humaine. En les cultivant sur des milieux appauvris en potassium 
selon la technique de Lwoff et Ionesco [44], on obtient des variantes 
filamenteuses ou franchement bacillaires [5]. 

Ces données générales posées, il nous reste 4 dresser le tableau 
des espéces actuellement admises dans les deux genres : Achro- 
mobacter et Acinetobacter. 

Situons-les tout d’abord dans la taxonomie frangaisc : 

Ordre : Bacteriales. 

Famiule : Pseudomonadacez. 

Tribu II : Achromobacterex. 

Genre : 1. — Achromobacter. 

— II. — Acinetobacter. 
— III. — Mycoplana. 

Genre I. — Achromobacter (Bergey et al.), J. Brisou et A.-R. 

Prévot emend. 


726 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Définition. — Bacilles Gram-négatifs, mobiles. Cils polaires 
ou péritriches. Cultures incolores ; pas d’élaboration de pigment 
soluble. Lait tournesolé faiblement acidifié, inchangé ou alcali- 
nisé. Rencontrés dans le sol, les eaux, chez l’homme et les ani- 
maux terrestres ou marins. Espéce-type : Achr. liquefaciens 
(Eisenberg) Bergey et al. 


I. — Nitrates réduits en nitrites : 
a) Gélatine liquéfiée. 
Indologénes : H2S = + : Achr. tophagum. 
H: S = — : Achr. ichthyodermis, Achr. 
minuscula, Achr. lipolyticum. 
Ni indol, ni H: S: 


1. — Glucides fermentés: Achr. delicatulum, Achr. 
gryphee et var. cannensis, Achr. echinodermis, Achr. 
putrejaciens. 

2. — Glucides non fermentés : Achr. thalassius, Achr. 
recti, Achr. hyalinus et variétés : liquidum et deniri- 
ticum. 

b) Gélatine non liquéfiée : 

1. — Indologénes H,S: + Achr. pinnatum et var. 
gemminum. 


2. — Ni indol, ni H: S : 
1. — Glucidolytiques : Achr. aguamarinus, Achr. 
azotogena, Achr. rathonis et var. desmolyticum, 
Achr. perfectomarinus. 
2. — Non glucidolytiques : Achr. sewerini et var. 
stutzertit, Achr. cycloclastes, Achr. agile, Achr. 
centropunctatum et var. reticulare. 


II. — Nitrates non réduits en nitrites : 
a) Gélatine liquéfiée : 
1. — Indologénes H. S + ou —: Achr. fairmoun- 
tense, Achr. septicemiz, Achr. coadunatum. 
2. — Non indologénes Hz: S + : Achr. liquejaciens, 


Achr. marinoglutinosa, Achr. periphyta. 

3. — Niindol, ni H. S: 
1. — Glucidolytiques : Achr. litoralis, Achr. mari- 
noglutinosa, Achr. membranula. 
2. — Non glucidolytiques : Achr. formosum et 
variétés : bookeri, multistriatum, nitrificans, ne- 
bulosum, geniculatum, stolloniferum et super- 
ficiale. 

4. — Espéces luminescentes : Achr. fischeri, Achr. 

phosphoreum. 
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b) Gélatine non liquéfiée : 
1. — Indologénes H,S variable: Achr. pikowsky et 
variétés ambigua et sinosum. 


‘2. — Non indologénes H,S + : Achr. fecaloides, 
Achr. guttatum (glucidolytiques) ; Achr. mariense (non 
glucidolytique). 


3. — Ni indol, ni H,S : 

Glucidolytiques : Achr. arvillum et var. salopium. 
Non glucidolytiques. Lait alcalinisé : Achr. alcaligenes 
et variétés : alcaliaromatum, revenelii, rugosum, soli- 
tarium, pellucidum. ‘Lait inchangé : Achr. innunctum, 
Achr. venenosum, Achr. hartlebi. 

4, — Espéces luminescentes : Achr. phosphoricum. 


Genre Il. — Acinetobacter J. Brisou et A.-R. Prévot 1954. 

Définition : Pseudomonadacex incolores, immobiles, parfois 
capsulées. Les formes trés courtes, coccoides, sont fréquentes. 
Culture facile sur tous les milieux usuels. Certaines espéces sont 
souvent rencontrées en clinique humaine dans les pus d’uréthrites, 
de sinusites, les urines. Autres caractéres identiques aux Achro- 
mobacter. 


I. — Nitrates réduits en nitrites : 
a) Gélatine liquéfiée : 
1. — Glucidolytiques : Acin. stationis. 
2. — Non glucidolytiques : Acin. stenohalis. 


b) Gélatine non liquéfiée : 
-Acin. spermophilum, Acin. equirulis, Acin. delmarveex 
et var. ginttottensis, minutissima, ubiquilum, nitro- 
vorum, fermentationis, filefaciens, Acin. nasalis. 


Il. —- Nitrates non réduits en nitrites : 
a) Gélatine liquéfiée : 
Glucidolytique : Actin. butyrt. 
Non glucidolytique : Acin. marshalli. 
b) Gélatine non liquéfiée : 


1. — Indologénes H,S + ; Acin. larvex et var. tangel- 
lensis. 

2 Pas’ “da indol, HS + Acin. douglast, Aan. 
eurydice. 


3: — Ni indol, ni H,S : 
Glucidolytiques : Acin. anitratum, Acin. wino- 
gradskyi, Acin. coccoideum et var. oxygenes, lac- 
ficum, acidum et middletownt. 
Non glucidolytiques : Acin. lwoffi (var. brevis et 
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bacteroides), Acin. viscosum, Acin. metalcaligenes 
et var. jiogense, rodonatum, refractum, candicans, 
connit. 


Tel est donc le tableau actuel. I] réduit les quelque 130 espeéces 
décrites dans la littérature a 51 espéces et variétés. La taxo- 
nomie que nous présentons donne place a des bactéries telles 
que B. anitratum, Morazella lwoffi glucidolytiques et non gluci- 
dolytiques, Neisseria winogradskyi, qui toutes furent, depuis quel- 
ques années, l’objet de nombreuses discussions. 

Enfin il semble aussi que la solution adoptée pour le genre 
Alcaligenes et ses variétés soit raisonnable. L’espéce type de 
Petruschky et les variétés décrites depuis trouvent toutes une 
place dans no‘re systématique. Certaines d’entre elles étaient du 
reste rigoureusement identiques a des bactéries décrites ailleurs 
comme des Achromobacter. 
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EVALUATION DE « L’EFFICACITE » 
D'UNE RACE DE PHAGES 
SUR UNE SOUCHE DE BACTERIES 


par R. WAHL. 
{avec la collaboration technique de G. MARTIN-MONCEAUX] (*.) 


(Institut Pasteur.) 


Nous avons vu dans une publication précédente [4] que les 
phages peuvent exercer sur une culture bactérienne une action 
lytique initiale et des actions échelonnées pendant toute la crois- 
sance de la culture secondaire. L’ensemble de ces actions cons- 
titue Veffet inhibiteur du phage sur la culture. Son intensité est 
fonction, entre autres, d’un facteur particulier a la race de phages 
considérée, son « efficacité » sur la souche correspondante. Pour 
évaluer cette efficacité, on doit déterminer la loi des variations 
de l’effet inhibiteur de ce phage sur cette souche en fonction des 
concentrations des phages et des bactéries. 

Par conséquent, une « épreuve d’efficacité » compléte devrait 
théoriquement comporter, comme nous l’avons dit, l’étude de 
Veffet inhibiteur du phage a toutes les concentrations possibles 
sur des populations de bactéries de toutes les concentrations pos- 
sibles également ; ou, tout au moins, l|’étude de trés nombreux 
systemes comportant des concentrations variées de phages et de 
bactéries. On pourrait par exemple imaginer de nombreuses 
cultures réparties en de nombreuses séries ; toutes les cultures 
de Ja méme série contiendraient la méme concentration de phages 
et chacune d’elles une concentration de bactéries différente. La 
concentration de phages serait différente pour chaque série. Une 
telle épreuve est évidemment irréalisable. 

Mais en fait, l’épreuve peut se réduire le plus souvent 4 une 
seule série comportant un petit nombre de populations bacté- 
riennes, chacune de concentration différente, et toutes des phages 
« en exces », c’est-a-dire a la concentration minima suffisante 
pour lyser en un temps toutes les bactéries réceptives ou a toute 
autre concentration plus grande. Dans quelques cas (que nous 
préciserons plus loin), on adjoindra a cette série une ou plusicurs 
autres, ot la concentration des phages sera moindre. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 février 1954. 
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Cette simplification de 1’épreuve est justifiée par les faits suivants : 

a) L’effet inhibiteur d’une race de phage sur une population donnée 
est la méme pour toutes les concentrations ou les phages sont « en 
exces ». Il suffit donc, dans l’épreuve d’efficacité, de faire une seule 
série avec les phages en exces pour obtenir l’effet maximum _ possible 
sur la population. 

b) Pour les concentrations inférieures 4 la concentration minima 
produisant la lyse en un temps, les effets sont en raison inverse de la 
concentration du phage. C’est donc seulement quand J’effet inhibi- 
teur des phages en excés est trés élevé (1) qu’il est utile d’ajouter des 
séries ot les phages sont A ces concentrations inférieures. 


I. — EpREUVE D’EFFICACITE. 


L’épreuve sera faite dans des conditions standard de milieu, 
de pH, de température, d’oxygénation, etc. Il est évident que ces 
conditions ne peuvent pas étre identiques pour toutes les espéces 
bactériennes et l’on choisira pour chacune les plus favorables. 
Mais il est essentiel qu’elles soient ensuite fixées une fois pour 
toutes et utilisées dans tous les laboratoires qui voudront évaluer 
lefficacité de phages quelconques sur des souches appartenant 
a cette espéce. 

L’épreuve, comme nous l’avons dit plus haut, comportera tou- 
jours une série de cultures contenant toutes un excés de phages et 
chacune une quantité différente de bactéries. Dans quelques cas 
seulement, cette série sera complétée par une ou plusieurs autres 
comportant chacune une quantité de phages qui sera une fraction 
déterminée de celle de la série précédente. 


Dans la série de cultures failes en présence d’un eaxcés de phages, 
la concentration des phages est choisie en vertu des considérations 
suivantes : la plus forte concentration de phages que l’on puisse 
réaliser dans une culture est en général 10°/cm*. En effet les lysats 
que l’on peut préparer contiennent rarement plus de 10° ph/cm?, et 
pour éviter l’interférence de l’action de lysines ou de facteurs anta- 
gonistes avec celle des phages, les lysats doivent étre dilués au moins 
au 1/10 dans le milieu (c’est-a-dire utilisés au plus A la dose de 1 cm?, 
pour un volume total de 10 cm®). Il en est de méme quand 1’épreuve 
d’efficacité est faite avec un mélange de plusieurs phages. 

Les phages 4 la concentration de 10°/cm? ne peuvent lyser en un 
temps toutes les bactéries réceptives d’une population que si celle-ci 
ne contient pas plus de 2 x 10° bact/cm* (cing fois moins). Le dernier 
tube de la série contiendra donc 10° ph/cm? et 2 x 108 bact/cm3. 
D’ailleurs l’effet inhibiteur des phages sur des populations plus nom- 
breuses est toujours trop faible pour qu’il soit intéressant de 1’étudier. 
phages 

b 


Mais le rapport nécessaire pour obtenir infection en un 


temps de toutes les bactéries réceptives doit étre d’autant plus élevé 
que la concentration de bactéries est plus petite. En fait, en utili- 


(1) Nous préciserons plus loin ce qu’il faut entendre par 1a. 
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sant la méme concentration de 10° phages/cm® dans tous les tubes, 
on se trouve partout dans les conditions de l’infection en un temps. 

Ayant choisi la concentration de bactéries pour le dernier tube de la 
série, il reste 4 choisir celle des autres. Or, l’expérience montre d’une 
part qu'il suffit que la concentration réalisée dans chaque tube soit 
dix fois supérieure 4 celle du tube précédent pour que l’efficacité du 
phage soit déterminée avec une précision suffisante et, d’autre part, 
qu’il est sans intérét d’utiliser des concentrations inférieures A 
2 x 10? bact/cm?. 

La série des cultures sera donc disposée de la facon suivante : 

Sept tubes de 170 x 17 mm, identiques, numérotés de 1 a 7, conte- 
nant sous un volume total de 10 cm* 10° ph/cm*, et des quantités 
de bactéries s’échelonnant de 2 x 10? a 2 x 108 bact/cm® suivant une 
progression géométrique de raison 10. Chaque tube est accompagné 
d’un témoin sans phage contenant le méme nombre de bactéries que 
lui. Un autre témoin est constitué par un tube de milieu contenant 
la méme quantité de phages et pas de bactéries. On suit par opaci- 
métrie l’évolution des cultures contenant des phages, les comparant 
au témoin correspondant. On note les diverses manifestations de 1’effet 
inhibiteur des phages et leur degré (pendant plusieurs jours). 

Cette série suffit généralement, comme nous l’avons dit. C’est seule- 
ment si les six premiers tubes sont stérilisés (le septiéme et dernier 
lest exceptionnellement) qu’il faudra établir une seconde série. Si, 
dans celle-ci les six premiers tubes sont encore stérilisés, on fera une 
troisiéme série et ainsi de suite. 

Dans toutes les séries les tubes contiendront les mémes quantités 
respectives de bactéries, mais ceux de la seconde série contiendront 
dix fois moins de phages que ceux de la premiére, ceux de la seconde 
cent fois moins, et ainsi de suite, les concentrations de phages s’éche- 
lonnant d’une série 4 l’autre suivant une progression géométrique de 
raison 10-1}. 


En tout cas, on connait ainsi, dans des conditions standard, 
Veffet inhibiteur sur les populations représentatives de la souche, 
d’un excés de phages et, si nécessaire, d’autres concentrations 
de phages convenablement choisies. 

Cet effet se manifeste suivant les cas et suivant la concentration 
des bactéries par une stérilisation dans certains tubes et par des 
lyses, par des retards, des ralentissements et des limitations de 
la croissance dans d’autres tubes. Suivant la nature et le degré 
des phénoménes obsérvés dans chaque tube, on évalue l’intensité 
de l’effet inhibiteur correspondant, puis on les compare entre 
eux, en tenant compte des concentrations respectives des phages 
et des bactéries. 

On évalue ainsi : 

Le pouvoir stérilisant du phage vis-a-vis de la souche, pouvoir 
qui est proportionnel a la plus grande concentration de bactéries 
stérilisables par lui, et inversement proportionnel a la plus petite 
concentration de phages nécessaire pour la stériliser. 

Ses pouvoirs retardant, ralentissant et limitant, qui ressortent 
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des actions du phage sur les populations non stérilisées. Ils sont 
d’autant plus grands que les actions correspondantes se mani- 
festent plus fortement sur des populations plus nombreuses avec 
des concentrations de phage plus petites. ' 

C’est ainsi que, par exemple, on pourra deéfinir le pouvoir 
retardant d’un phage en disant qu'il retarde respectivement de 
quatre jours, de deux jours et de vingt-quatre heures la crois- 
sance de 10‘, 10° et 10° bact/em*. Ceci sous-entend que, dans 
l’épreuve le phage stérilise les populations de moins de 
10* bact/em® et ne retarde pas la croissance des populations de 
plus de 10® bact/cm®. 

Des difficultés d’interprétation se présentent cependant dans 
certains cas, ou existe une discordance entre les actions du phage 
dans des tubes voisins d’une méme série. Par exemple on observe 
une stérilisation dans un tube et non dans Je tube précédent ; ou 
bien limportance du retard initial, du ralentissement et de la 
limitation de la croissance ne sont pas exactement en raison 
inverse de la concentration des bactéries. Il est probable que, 
dans ces cas, la proportion des bactéries réfractaires dans les 
populations est différente 4 cause d’inégalités dues au hasard 
dans la distribution. 

Une discordance peut exister également entre les diverses 
actions d’un phage sur une méme population, par exemple on 
observe parfois une forte limitation de la croissance sans retard 
initial ou inversement. Il semble, d’ailleurs, que lintensité de 
effet inhibiteur soit mieux indiquée par la limitation de la crois- 
sance que par le retard initial. 

Causes d’erreurs. — Elles sont de deux sortes 

1° Il y a toujours des différences dues au hasard dans le nombre 
des bactéries réparties et la proportion des bactéries réfractaires. 
Ces minimes différences, inévitables bien qu’inapparentes, ont 
une répercussion amplifiée sur la forme des courbes de crois- 
sance, de sorte qu’on ne peut jamais reproduire deux fois exac- 
tement la méme courbe. Mais comme une évaluation d’efficacité 
nécessite de tracer plusieurs courbes de croissance, elles se con- 
trélent mutuellement, ce qui dispense de répé'‘er plusieurs fois 
la méme épreuve. 

2° Les lysats peuvent contenir des facteurs bactériolytiques ou 
bactériostatiques [6] et des facteurs antagonistes des phages. Mais 
leur concentration est trop faible, en général, pour que leur 
action se manifeste quand le lysat est dilué au 1/10 comme dans 
Vépreuve d’efficacité. A vrai dire, une nouvelle quantité de ces 
facteurs est mise en liberté par des bactéries lysées au cours de 
l'épreuve, mais généralement cette quantité est négligeable ; sauf 


peut-étre quelques exceptions sur lesquelles nous reviendrons 
dans un prochain travail. 
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Il. — Dercre pd’ EFFICAGITE. 


On peut classer les résultats de l’épreuve suivant les degrés 
que nous allons énumérer, Mais il faut dire tout de suite que les 
deux degrés les plus élevés n’ont été obtenus jusqu’ici qu’avec 
des mélanges de plusieurs phages. 

1° Efficacité nulle ou trés faible. — La croissance est en appa- 
rence normale quels que soient les nombres de phages et de bacté- 


5 TEMOIN er B 


Log. BACTERIES/cm® (OPACITE) 


O 2 10 JOURS 15 


Fic. 1. — Epreuve d’efficacité avec le phage D,/2 sur Sal. enteritidis var. 


Danysz. 
Efficacité trés faible. Aucune stérilisation. La courbe A est commune aux 


cing premiers tubes, elle montre un retard apparent de deux jours et une 
limitation modérée dela croissance. La courbe B correspond au sixiéme tube 
et montre-un retard de vingt-quatre heures mais pas de limitation de la 
croissance, la courbe venant se confondre au deuxiéme jour avec celle du 


témoin sans phages. 


Nota. — Les concentrations des bactéries sont évaluées d’aprés l’opacité. 
Aussi la lyse primaire, la période stationnaire et le début de la croissance 
secondaire ne s'inscrivent pas sur les courbes. Elles se font pendant la période 
correspondant a la ligne pointillée. 


ries. En réalité, le phage lyse quelques bactéries, mais trop peu 
pour que la courbe de croissance soit modifiée. Parfois le phage 
accélére la croissance, et cette accélération l’emporte sur la lyse : 
la croissance est alors plus rapide que celle du témoin (2). 

2° Efficacité faible. — Dans la série comportant un excés de 
phages, on constate un retard de quelques heures dans la crois- 
sance des populations les moins nombreuses, retard  suivi 
inconstamment d’un léger ralentissement de cette croissance. Il 
n’y a aucune stérilisation. (fig. 1.) 


(2) Nous rappelons que nous n’envisageons dans ce travail que des 
phages donnant sur la souche un nombre trés grand de plages. 


(OPACITE) 
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Fic. 2. — Epreuve d’efficacité avec un mélange de sept phages sur la souche 


294 de Sal. typhi murium. Les numéros des courbes correspondent & ceux des 
tubes de l’épreuve. 

Efficacité moyenne. Stérilisation dans les trois premiers tubes dans lesquels 
aucune opacilé n’est apparue. Dans les tubes 4, 5 et 6, retard apparent et 
limitation de la croissance, dont la grandeur est inyerse de celle de la concen- 
tration de bactéries. 

Voir Nota figure 4. 


Fic. 3. — Epreuve d'efficacité avec le phage D,/2 sur la souche 2 de Sal. ente- 
rilidis var Danysz, septiéme jour de l’épreuve. De droite & gauche les cing 
premiers tubes contiennent un excés de phages et des concentrations crois- 
santes de bactéries de 2 x 10? bact/cm & 2 & 10® bact/cm3. Le sixiéme tube 
ne contient pas de phages et contient 2 X 10° bact/cm3. 

Efficacité faible. Stérilisation dans les premiers tubes. Limitation modérée 
de la croissance dans les quatre tubes suivants (le cinquiéme tube est en 
réalité plus opaque qu'il ne parait sur le cliché). 
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3° Efficacité moyenne. — Dans la série avec un excés de 
phages, il y a stérilisation dans le premier tube (fig. 3), parfois 
dans les deux ou trois premiers (fig. 2 et 4). Dans les autres 
tubes, on observe un retard, un ralentissement et une limitation 
de croissance d’autant moins marqués que la population bacté- 
rienne est plus nombreuse (retard de vingt-quatre heures au 
moins cependant). Dans les autres séries, les actions sont plus 
faibles et il n’y a pas de stérilisation. 

4° Efficacité forte. — Dans la série avec un excés de phages 


Fic. 4. — Epreuve d’efficacité avec un mélange de sept phages sur la souche 294 
de Sal. typhi murium. Correspond aux courbes de la figure 2. Neuviéme jour 
de l’épreuve. Méme disposition que pour la figure 3. 

Efficacité moyenne. Stérilisation dans les quatre premiers tubes (en com- 
mencant par la droite). Limitation forte de la croissance dans le cinquiéme 
tube (comparer au témoin sans phages). 


il y a stérilisation rarement dans tous les tubes, généralement 
dans tous a l’exception du premier. Dans les autres séries, des 
retards, des ralentissements et des limitations de la croissance, 
mais aucune stérilisation. 

5° Efficacité trés forte. — Dans la série avec un excés de 
phages : comme dans le cas précédent. Mais il y a de nom- 
breuses stérilisations dans les séries suivantes, parfois jusqu’a 
la troisiéme ou la quatriéme (ott 1] y a 10° ph/cm’). 
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Il]. — R&suxTats DE L’EPREUVE D'EFFICACITE SELON LA RACE 
DES PHAGES ET SELON QU’ON UTILISE UNE SEULE RACE DE’ PHAGES 
OU UN MELANGE. 


Nous envisagerons surtout comme exemple les phages agissant 
sur Sal. enteritidis et Sal. typhi murium (ceci en vue d’applica- 
tions in vivo, qui feront objet d’un prochain travail). anid 

1° Efficacité d’un phage employé a Vélat pur. — L’efficacité 
d’un phage sur une souche dépend a la fois de la race du phage 
et de la souche sur laquelle il a été propagé antérieurement (en 
dehors des cas ott les phages « adaptés » sont en réalité des 
mutants, c’est-a-dire une nouvelle race). 

Nous avons évalué sur notre souche 2 de Sal. enteritidis var. 
Danysz l’efficacité des phages D,, D,,, D; et T; (8), aprés pro 
pagation sur trois souches différentes ; souches 0, 1 et 2 et celle 
de D,, propagé sur la souche 2. (Nous désignerons chaque phage 
par son numéro, séparé par une barre de celui de la souche de 
propagation.) 

1° Apres propagation sur la souche 2, lefficacité de D,;/2 sur 
cette souche non seulement était nulle, mais ce phage accélérait 
la croissance ; celles de D,, /2 et de D,/2 étaient faibles (stéri- 
lisation de 200 bact/cm*); celles de T,/2 et D,,/2 étaient 
moyennes (stérilisation de 2 x 10* bact/cem®). 

Nous n’avons jamais rencontré de phages ayant a lui seul sur 
ces Salmonelles une efficacité forte ou trés forte. Par contre cer- 
tains phages de staphylocoques paraissent avoir une forte efficacité, 
mais ce n’est probablement qu’une apparence due a un facteur 
lytique associé au phage. Nous y reviendrons dans un prochain 
travail. 

2° L’efficacité sur la souche 2 des mémes phages, aprés propa- 
gation sur une autre souche était dans certains cas inférieure a 
ce quelle était aprés propagation sur la souche 2, dans d’autres 
eas, elle avait gardé la méme valeur. C’est ainsi que D,/1, D, /1 
et T,/1 étaient respectivement moins efficaces sur la souche 2 
que D,/2, D;,/2, T;/2; mais que T,/0 avait la méme efficacité 
que T,/2; naturellement D,/1 avait comme D,/2 une efficacité 
nulle. 

Pour obtenir l’efficacité maxima d’un phage vis-a-vis d’une 
souche, il est done souvent, mais non toujours, nécessaire de le 
propager sur cette souche. 

3° Les rapports entre les efficacités de différents phages pro- 
pagés sur la méme souche changent avec la souche de pro- 
pagation. 

Ainsi T,/2 était plus efficace sur la souche 2 que D,/2 et que 


(3) Ces phages ont été décrits dans un travail de Terrade. [4]. 
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D,,/1; mais les trois phages, aprés propagation sur la souche 1 
avaient la méme efficacité. 

2° Efficacité des. mélanges de phages. — I y a plusieurs pos- 
sibilités : 

a) L’efficacité du mélange peut étre inférieure ou égale a celle 
du phage le moins efficace. En particulier certains « mauvais 
phages », comme D,/1, qui accélérent la croissance, diminuent 
Vefficacité d'autres phages tels que D,/1 et T,/1. Parfois méme 
le mélange de deux phages, ayant chacun une certaine efficacité, 
a une efficacité nulle. C’est le cas du mélange de D,/2 et 
aber) 0/2: 

b) Elle peut étre iniermédiaire entre celle du phage le plus 
efficace et celle du phage le moins efficace. Ceci peut s’ observer 
quand un « mauvais phage » est ajouté a un mélange efficace de 
plusieurs phages. 

c) Elle peut étre supérieure a celle du phage le plus efficace. — 
Ainsi, méme un phage d’efficacité trés faible ou nulle peut ren- 
forcer considérablement un phage d’efficacité faible ou moyenne. 
Un mélange de plusieurs phages d’efficacité trés faible peut aussi 
étre trés efficace. Par exemple, c’était le cas d’un mélange de 
sept phages chacun peu efficace sur la souche 294 de Sal. typhi 
murium. Notons que la suppression d’un quelconque de ces 
phages faisait baisser considérablement l’efficacité du mélange. 

On doit retenir surtout qu’il faut mélanger plusieurs phages 
pour obtenir une efficacité forte ou trés forte, que dans les 
mélanges, il est préférable, mais non indispensable d’employer 
des phages ayant une assez forte efficacité et enfin qu'il faut éviter 
les « mauvais phages » qui accélérent la croissance. Par ailleurs 
il faut que le nombre de mutants réfractaires 4 la fois 4 tous les 
phages du mélange soit le plus petit possible. Pour cela il est 
plus important que ces phages soient trés différents les uns des 
autres qu’individuellement trés efficaces. Enfin dans un mélange, 
comme dans un phage de race pure, il faut que la concentration 
totale en phages soit tres élevée (du méme ordre que pour un 
phage employé seul). Pour cela, il suffit que certains phages, 
(parfois méme un seul) aient un titre élevé, il n’est pas indispen- 
sable que ce soient tous les phages du mélange ; et certains 
phages malgré un titre faible, apportent leur contribution impor- 
tante 4 Vefficacité du mélange. Cependant, il semble que pour 
cela Ja concentration d’un phage doit étre au minimum de 10°/cm*. 


DiscussION. 


1° L’effet inhibiteur des phages sur les cultures en milieu 
liquide a servi de base a notre étude sur l’efficacité. C’est que 
le titre du phage et les caractéres de la lyse sur gélose ne rendent 
pas compte de Vefficacité d’un phage. I| est vrai que les lysats 
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des phages efficaces sur une souche atteignent un titre éleve sur 
celle-ci, mais la réciproque n’est pas vrale, comme nous 
avons vu. 

De méme le nombre des colonies secondaires visibles aprés ta 
lyse sur gélose d’un nombre connu de bactéries de la souche, con- 
trairement A ce qu’on pourrait penser, n’est pas égal a celui des 
bactéries réfractaires. En effet, d’une part certains mutants résis- 
tants peuvent étre lysés sur place par l’association au phage d’un 
facteur bactériostatique, produit en plus forte concentration sur 
gélose qu’en milieu liquide {6]; et d’autre part, parmi les mutants 
semi-résistants, certains donnent une colonie, d’autres non, sans 
que cela renseigne sur l’importance du pouvoir inhibiteur du 
phage sur la descendance de ces mutants. 

2° Le degré d’efficacité d’une race de phage sur une souche 
est indiqué par les effets inhibiteurs de diverses concentrations 


de phages sur diverses concentrations de bactéries de la souche. . 


Il dépend du nombre de rencontres efficaces possibles entre les 
bactéries de la souche et les phages. 

Si aucune rencontre efficace n’est possible, leffet du phage 
est nul avec n’importe quelles quantités de phages et de bactéries. 
C’est le cas des souches bactériennes résistantes, qui sont en 
dehors de notre sujet. Au cas oti toutes les rencontres seraient 
efficaces, la stérilisation de n’importe quelle quantité de bactéries 
serait produite par n’importe quelle quantité de phages. Mais c’est 
la un cas limite, jamais observé. Les cas observés se placent entre 
ces deux extrémes. Dans le cas le plus général l’efficacité d’une 
race de phage queleconque sur une souche quelconque dépend, 
toutes choses égales d’ailleurs, 4 la fois de la proportion des 
phages actifs de cette race vis-a-vis de la souche et de celle des 
bactéries de cette souche réceptives au phage. 

La proportion de phages actifs vis-a-vis de la souche, a chaque 
instant de la croissance de la culture, est probablement fonction 
de nombreux facteurs dont quelques-uns seulement sont connus. 
Citons : la durée de la « vie » des phages, parfois trés courte 
(cas des phages actifs seulement a )’état naissant) ; les mutations 
de phages vers l’activité vis-a-vis des bactéries résistantes de 
la souche. 

La proportion, dans la souche, des bactéries réceptives au 
phage, conditionne sa « réactivité » actuelle et potentielle (4). 


(4) Nous avons montré, dans des publications précédentes, que la 
réactivité totale d’une souche est fonction de certains caractéres géno- 
typiques et phénotypiques [3], que sa réactivité actuelle est fonction 
du taux des bactéries réceptives dans cette souche, et que sa réactivité 
potentielle est fonction du nombre des mutants réfractaires et de celui 


des bactéries réceptives qui apparaissent dans la descendance de 
ceux-ci [2]. 
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Mais |’épreuve d’efficacité, telle que nous l’avons décrite, n’est 
utilisable qu’avec une préparation de phages ayant un titre élevé 
sur la souche ; ce qui exclut d’une part les cas ot les phages 
sont actifs a l’état naissant, et d’autre part ceux ot la réactivité 
de la souche est faible (en particulier le cas de la plupart des 
souches semi-résistantes). En effet, dans les cas que nous venons 
de citer, le titre du phage sur la souche est toujours faible. 

L’efficacité d’un phage évaluée dans les conditions de l’épreuve 
décrite dans le présent travail est donc fonction seulement, d’une 
part de la possibilité pour ce phage de donner des mutants actifs 
sur les bactéries réfractaires ; d’autre part de la réactivité de la 
souche. 

Mais ces mutations du phage sont rares et leur réle est acces- 
soire ; et finalement, l’efficacité d’un phage de titre élevé, celle 
qu’on évalue dans cette épreuve, dépend essentiellement de la 
réactivité de la souche vis-a-vis de lui. C’est pourquoi |’épreuve 
est disposée comme celle des « lyses en série », que nous avons 
proposée pour évaluer la réactivité d’une souche vis-a-vis d’un 
phage [2]. 


R&SsUME ET CONCLUSIONS 


1° L’efficacité d’un phage sur une souche est, parmi les facteurs 
qui conditionnent son effet inhibiteur sur des cultures de la 
souche, celui qui est propre a la race du phage. Nous avons 
indiqué dans un précédent travail comment on peut évaluer cet 
effet inhibiteur. Nous avons décrit plus haut une épreuve per- 
mettant d’évaluer cette efficacité d’un phage et qui consiste a 
évaluer son effet inhibiteur 4 des concentrations diverses conve- 
nablement choisies sur des populations de Ja souche de concen- 
trations également appropriées. 

2° Cette épreuve permet d’évaluer comparativement 1’effica- 
cité de différents phages sur une souche. 

3° L’efficacité d’un phage a l’état pur dépend de sa race et 
de la souche sur laquelle il a été propagé. 

4° L’efficacité des mélanges de phages peut étre inférieure ou 
supérieure a celle des différents phages du mélange. Mais il 
faut souligner que les fortes efficacités ne sont réalisables qu’avec 
des mélanges de phages. 

5° (Les caractéres de la lyse sur gélose, en particulier le nombre 
des colonies « réfractaires » qui se développent aprés la lyse, ne 
rendent pas compte de |’efficacité d’un phage. Celle-ci est fonction 
en principe de la proportion des phages actifs et de celle des 
bactéries réceptives de la souche 4 chaque instant, mais, dans les 
conditions de l’épreuve décrite, elle dépend presque uniquement 
de la « réceptivité » de la souche. 
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UTILISATION DES HEMAGGLUTININES 
POUR L'IDENTIFICATION DE L’ORIGINE SPECIFIQUE 
DES HEMATIES INGEREES 
PAR LES MOUSTIQUES HEMATOPHAGES 


par A. GRJEBINE, A. EYQUEM et J. FINE (’). 


(Recherche scientifique d’Outre-Mer 
et Laboratoire d’Hématologie et des Groupes Sanguins. 
Service du D? R. Dusarric pe xa Rivibre. Institut Pasteur.) 


L’identification du sang ingéré par les insectes est d’un grand 
intérét pour |’épidémiologiste en lui permettant d’établir le carac- 
tere anthropophile ou zoophile de l’insecte examiné, et de déter- 
miner l’existence d’un écran animal] protecteur pour l’>homme. 
Cette identification a été réalisée jusqu’a maintenant a l’aide de 
la réaction de précipitation ; mais on sait que celle-ci a une sensi- 
bilité bien moindre que la réaction d’hémagglutination. C’est 
pourquoi nous avons décidé d’utiliser cette derniére réaction et 
tenté de préciser les limites de sa sensibilité. 

Rappelons en quelques mots comment se pose pour |’épidé- 
miologiste le probléme de l’identification du sang ingéré par les 
moustiques. Les femelles des moustiques hématophages ne 
piquent pas n’importe quel animal. Elles possédent des préfé- 
rences trophiques ect piquent un ou plusieurs hdétes a leur portée 
en leur transmettant dans certaines conditions les agents des 
endémies tropicales, |’héte fermant le cycle d’un parasite déter- 
miné ou au contraire arrétant son cycle évolutif. Dans une localité 
donnée les femelles peuvent se gorger sur un ou plusieurs hétes 
suivant leur préférence trophique, |’attraction vers l’un des hétes 
pouvant étre augmentée ou diminuée ou méme annulée par 
Vapparition d’un nouvel héte, provoquant une véritable déviation 
qui est conditionnée non seulement par l’espéce, mais encore par 
son habitat diurne et nocturne. Toute déviation animale nécessite 
la proximité de ’héte déviateur ct de l’héote dont le moustique a été 
dévié. On voit ainsi le grand intérét de la détermination exacte 
de V’hdte puisque le facteur de préférence trophique vers une 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 février 1954. 
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espéce est lié A tout un complexe (habitat divers, comportement 
diurne ou nocturne, éventuel rapprochement ou éloignement des 
gites larvaires des moustiques). 

De méme est évident l’intérét épidémiologique de détermination 
des hdtes au cours des différentes enquétes malarialogiques pour 
expliquer la gravité d’une endémie ou épidémie. 


DEVIATION ANIMALES. ECRAN PROTECTEUR. 


On connait le réle dans la transmission des parasites par les 
insectes hématophages, des écrans protecteurs réalisés par cer- 
tains animaux qui, déviant le moustique de homme, protégent 
en fait celui-ci. Dans certaines régions pauvres en animaux sau- 
vages et animaux domestiques, les moustiques se gorgent presque 
exclusivement sur homme, transmettant l’hématozoaire respon- 
sable des endémies locales. Dans d’autres régions, le cycle éven- 
tuel homme-moustique est plus ou moins interrompu, le para- 
site étant intercepté par un deuxiéme hote (bceuf dans le cas des 
régions d’élevage). Dans ce dernier cas, hématozoaire humain 
transmis au boeuf voit son cycle interrompu par épuisement des 
sporozoites des glandes salivaires du moustique sur le beceuf. 
Dans d’autres cas, par contre, un deuxiéme héte pourra servir 
de véritable réservoir de virus, comme certains singes de la forét 
tropicale le font pour le virus amaril. 

On peut voir, en effet, les tendances trophiques naturelles se 
modifier 4 un certain degré, soit a la suite de l’introduction d’un 
animal dans une région donnée, soit par la disparition d’une 
espéce, soit enfin par le changement d’habitat d’une espéce ani- 
male. Ces modifications peuvent a leur tour avoir pour consé- 
quence une modification du comportement des moustiques aug- 
mentant ou diminuant leur anthropophilie ou leur zoophilie, c’est- 
a-dire rendant possible une déviation vers un animal donné 
ou au contraire faisant de l’>homme un héte exclusif. 

La nécessité de l’identification de l’origine spécifique du sang 
ingéré par les moustiques s’est montrée de plus en plus indis- 
pensable a Vorganisation de la lutte anti-paludique. En effet, 
introduction dans cette lutte des insecticides tels que le D. D. T. 
en Afrique Noire et & Madagascar a rendu de nouveau son 
acuité a la question des préférences trophiques des anophéles. 
Dans certaines régions de Madagascar, par exemple, on a vu la 
faune anophélienne presque disparaitre des habitations humaines 
grace 4 l'emploi des insecticides et persister A un certain degré 
dans les étables, bien que celles-ci aient été aussi bien traitées. 
La question de savoir si les anophéles se gorgeaient exclusive- 
ment sur les boeufs ou migraient dans les étables aprés s’étre 
gorgés sur homme demandait a étre éclaircie. La question des 
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différents aspects du paludisme 4 Madagascar s’est également 
posée a nous, demandant une solution qui pouvait entrainer 
Vintensification de la lutte imagocide ou une économie d’insec- 
ticides. En effet, seul le degré d’anthropophilie peut indiquer les 
régions dangereuses. 

L’identification du sang ingéré par les moustiques devrait étre 
normalement a la base de toute enquéte entomologique. En effet, 
cette réaction d’identification, qui jusqu’ici utilisait la réaction de 
précipitation interfaciale, avait été peu A peu abandonnée par de 
nombreux chercheurs 4 cause de la difficulté de son exécution et 
de lVinconstance de ses résultats. Néanmoins, cette réaction de 
précipitation a permis de donner des explications justes et 
valables, notamment dans le cas d’endémie palustre grave par 
une simple démonstration de l’anthropophilie anophélienne, ou 
au contraire, dans le cas d’endémie palustre atténuée, de |’exis- 
tence d’une zoophilie prononcée. 


METHODES DE DIAGNOSTIC IMMUNOLOGIQUE UTILISEES. 


La détermination de l’origine spécifique des hématies absorbées 
au cours du repas infectant par les insectes hématophages et en 
particulier par Anopheles stephensi, Aedes aegypti, Anopheles 
maculipennis var. atroparvus peut se faire a l'aide de deux 
méthodes utilisant toutes deux la réaction antigéne-anticorps dont 
Vune fait appel a la réaction de précipitation (les anticorps uti- 
lisés étant des précipitines spécifiques) et dont l’autre utilise la 
réaction d’agglutination due a lunion de l’hémagglutinogéne 
porté par les hématies et d’un anticorps agglutinant contenu dans 
un immunsérum. 

Cette méthode d’hémagglutination, par sa simplicité d’exécu- 
tion et de lecture, par ]’obtention de la conservation aprés lyophi- 
lisation des sérum-tests puissants rendant possible leur trans- 
port et leur emploi sous tous les climats, semble en tous points 
préférable, dans ce cas particulier, 4 la délicate réaction de pré- 
cipitation utilisée en médecine légale pour Jidentification des 
taches de sang. 


J. — REACTION DE PRECIPITATION INTERFACIALE. 


Cette méthode consiste 4 mettre en contact par superposition 
dans des tubes de 3 mm de diamétre des dilutions d’anticorps en 
présence d’une solution concentrée d’antigéne. Lorsque la réac- 
tion se produit, elle se traduit par l’apparition d’un anneau de 
précipitation a la limite des deux phases liquides. D’autres 
méthodes plus fines, telle que l’étude de la précipitation spéci- 
fique en milieu gélifié (Oudin, 1946), ont rendu possible ]’analyse 
immuno-chimique et ont permis d’identifier certains antigénes. 
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Cette réaction peut se faire soit en tube par mélange de l’immun- 
sérum et de la gélose, puis par diffusion de l’antigéne dans ce 
mélange, soit en bofte de Petri, les deux antigénes 4 comparer 
étant mis dans deux réservoirs creusés dans de la_ gélose, 
l'immunsérum placé dans un troisiéme réservoir disposé au 
sommet. d’un triangle équilatéral (technique d’ Ouchterlony). 

La méthode de précipitation interfaciale ne tient pas suffisam- 
ment compte des antigénes communs qui existent chez certains 
groupes d’animaux, et n’arrive a une spécificité relative que par 
de fortes dilutions des anti-sérums. En effet, tout anti-sérum 
insuffisamment dilué est susceptible de provoquer des réactions 
positives avec tout un groupe d’animaux apparentés entre eux, 
d’ou nécessité de le diluer jusqu’é un taux auquel les réactions 
provoquées par les antigénes spécifiques sont encore percep- 
tibles, tandis que les traces de réaction provoquée par le reste 
des anticorps hétérophiles ne sont plus décelables par les 
méthodes courantes. De plus, la préparation des sérums préci- 
pitants est parfois difficile lorsqu’on désire obtenir un anticorps 
de titre élevé. ‘La dilution de ces sérums ne permet pas toujours 
d’observer une précipitation spécifique vis-a-vis d’un seul animal. 
L’immunisation prolongée de lapins par exemple peut entrainer 
une diminution de la spécificité de l’anticorps. D’une maniére 
générale, les réactions de précipitation ne peuvent étre réalisées 
que dans un Jaboratoire suffisamment équipé. 


II. — TECHNIQUE ‘DE L’ IDENTIFICATION DU SANG INGERE 
PAR LES MOUSTIQUES A L’AIDE DE LA REACTION D’ HEMAGGLUTINATION. 


I] était done logique d’étudier l’aptitude de la réaction d’hémag- 
glutination a lV identification de l’origine spécifique du sang ingéré 
par les moustiques hématophages. En effet, la sensibilité de la 
réaction d’hémagglutination est bien plus grande que celle de la 
réaction de précipitation. La réaction d’hémagglutination permet 
d’opérer sur de trés petites quantités de sang, la lecture micro- 
scopique pouvant étre effectuée rapidement, mais elle nécessite 
la présence d’une certaine proportion de globules rouges intacts. 
Le probléme se ramenait donc a l’évaluation du temps de conser- 
vation morphologique et antigénique des globules rouges ingérés 
par les moustiques. Nous avons utilisé la technique de micro- 
agglutination couramment pratiquée pour la mise en évidence de 
certains agglutinogénes érythrocytaires chez homme, en nous 
servant de faibles quantités de sang et de faibles quantités de 
sérum. Les immunsérums agglutinants utilisés ont été les sui- 
vants : sérum de chévre, lapin, singe, cheval, boeuf anti-globules 
rouges humains, puis sérum de lapin, de cobaye, de mouton anti- 
globules de beeuf et sérum de lapin, de chévre, de cheval anti- 
globules rouges de mouton. Ces sérums ont été obtenus par 
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immunisation d’animaux a l’aide de suspension de globules rouges 
lavés. L’immunisation a été réalisée d’abord par une série d’in- 
jections intraveineuses, puis une série d’injections intramuscu- 
laires et intrapéritonéales poursuivies pendant six A huit semaines. 
Lorsque les sérums présentaient un titre agglutinant suffisant, en 
moyenne 1/4 000 vis-a-vis de globules rouges mis en suspension 
dans l’eau physiologique, on a réalisé une absorption du sérum 
décomplémenté, a l’aide de globules rouges d’autres espéces ani- 
males pour lesquelles il y a eu apparition d’anticorps agglutinant 
due 4 une communauté antigénique. 

Un titrage de l’immunsérum est réalisé au préalable dans 
une série de 12 tubes 4 hémolyse par exemple, ot on met 0,3 ml 
d’eau physiologique et en plus, dans le premier tube, 0,3 ml 
du sérum ; aprés mélange dans le premier tube on reporte 0,3 ml 
dans le deuxiéme tube et on opére de méme pour les tubes sui- 
vants ; on obtient ainsi des dilutions de sérum comprises entre 
1/2 et 1/4 000 par exemple. Dans chaque tube on ajoute 0,05 ml 
d’une suspension en eau physiologique des globules rouges 
a étudier. On laisse les tubes quinze a trente minutes a la tempé- 
rature du laboratoire et on centrifuge 4 1000 tours pendant une 
minute, puis on effectue la lecture a l’aide d’un miroir concave, 
la derniére dilution qui donne encore une agglutination exprime le 
titre. 

Absorption des agglutinines non spécifiques. — Pour obtenir 
un immunsérum doué d’une étroite spécificité, c’est-a-dire 
agglutinant, 4 l’exclusion de tout autre, les hématies d’une espéce 
animale et d’une seule, il faut débarrasser ces sérums des agglu- 
tinines hétéro-spécifiques qu’il contient. On peut obtenir cette 
spécificité en pratiquant une absorption dix-huit heures 4 + 4° 
par des globules appropriés. Par exemple, si l’on a obtenu par 
immunisation un sérum de chevreau anti-humain desliné a dis- 
tinguer les globules humains des globules de bceuf et des glo- 
bules rouges de cheval, il est évident que, si ce sérum n’est pas 
absorbé par des globules de boeuf et de cheval, il est capable 
d’agglutiner les trois catégories de globules rouges ; mais aprés 
absorption par des globules de beeuf et par des globules de 
cheval, il n’agglutine plus que des globules humains, permet- 
tant ainsi de distinguer l’origine humaine de l’origine animale 
(boeuf et cheval) des hématies examinées. 

On réalise ces absorptions en mettant en présence le sérum a 
absorber avec une quantité convenable de culot de globules 
rouges lavés quatre fois, dans au moins cing fois leur volume 
d’eau physiologique, par centrifugation, décantation et remise en 
suspension en eau physiologique. On laisse en contact sérum et 
globules pendant seize heures a la glaciére. On sépare ensuite 
sérum et culot globulaire par centrifugation et on examine le 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 86, n° 6, 1954. 49 


746 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


sérum par rapport 4 des globules rouges de la méme espéce 
animale que ceux qui ont servi a réaliser ]’absorption et par rap- 
port a des globules rouges contre lesquels |’immunsérum est 
spécifiquement dirigé. 

Les moustiques utilisés pour les expériences provenaient de 
l’élevage permanent et étaient gorgés dans de petites cages en 
tulle modéle Roubaud, sur lapin, cobaye, souris, boeuf et homme. 
Les moustiques appartenaient aux espéces suivantes : Aedes 
aegypti (Linné), Anopheles stephensi (Liston), Anopheles maculi- 
pennis var. atroparvus (Van Thiel). 

Les moustiques gorgés sont pris avec un aspirateur 4 bouche 
et endormis au chloroforme. La dissection se fait avec deux 
épingles ou aiguilles lancéolées. L’abdomen est séparé d’abord du 
thorax, puis l’estomac est extrait de ]’abdomen par simple pres- 
sion sur l’incision abdominale. Une fois extrait, l’estomac est 
placé dans une grosse goutte d’eau physiologique a 8,5 p. 1 000, 
on presse alors avec une épingle sur la paroi stomacale pour que 
le sang qu’il contient émerge par la partie antérieure et posté- 
rieure dans la goutte d’eau. On peut aussi bien dilacérer les parois 
stomacales avec les épingles de facon a4 avoir le maximum de sang 
si le moustique est peu gorgé. De toute fagon, une fois que !e 
sang se trouve dans |’eau physiologique, il est absolument néces- 
saire de bien disloquer lamas de globules rouges avec l’épingle 
jusqu’a disparition de ces pseudo-agglutinats. On vérifie microsco- 
piquement que les globules rouges se trouvent bien dissociés 
dans ]’eau physiologique. Si l’on veut pratiquer deux ou trois 
réactions avec des anti-sérums différents, on divise le sang ainsi 
recueilli en eau physiologique en deux ou trois gouttes. 

Cette réaction d’aggutination peut se faire sur lame ou sur 
papier bristol. L’anti-sérum peut étre employé a l’état pur ou 
dilué selon son avidité et son titre. I] est préférable pour avoir 
des réactions facilement lisibles d’utiliser une goutte de sérum pur 
dilué 4 moins de 1/10. Le sang et le sérum mis en présence, on 
agite légérement la Jame pour que le mélange soit bien homogéne 
et on attend deux 4 cing minutes avant la lecture directe suivie 
d’une lecture microscopique au faible grossissement. Les réac- 
tions positives sont toujours trés nettes facilement lisibles 4 l’cil 
nu comme on peut le voir sur les photographies jointes. 

L’anti-sérum, par exemple anti-sérum anti-globules rouges 
humains, choisi pour la réaction dera étre absorbé par les glo- 
bules rouges des animaux qui entourent ’homme dans la localité 
donnée. En général, il suffira de l’absorber par des globules 
rouges des animaux domestiques, notamment beeuf, cheval, chien, 
et porc. Pour une localité donnée, il sera bon de faire une réaction 
avec les anti-sérums pour l’animal présumé étre le véritable héte 
des moustiques et, aussi, des réactions avec les anti-sérums 
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pour les animaux domestiques (mammiféres ou oiseaux suivant que 
les globules rouges sont nucléés ou non) présents dans la localité. 
Par exemple, on effectuera 100 réactions avec le sérum anti- 
globules rouges humains absorbé par les globules rouges des 
autres animaux, 100 avec le sérum anti-globules rouges de beeuf 
absorbé de la méme facon, etc. 


Les résultats que nous avons obtenus au cours de nos expé- 


ae 


Fic. 4. — Microphotographie de réaction négative : Les globules sont libres. 


Fic. 2. — Microphotographie de réaction positive : 
les globules forment des agglutinats. 


riencés répondent aux questions suivantes : y a t-il ou non modi- 
fication antigénique de la structure des hématies dans l’estomac 
du moustique, quel est le rapport entre la dilution des anti-sérums 
absorbés et non absorbés avec leur spécificité, quel est le rapport 
entre le titre du sérum et la possibilité d’effectuer la réaction sur 
lame, quelle est l’influence de la digestion sur la spécificité de la 
réaction (temps de survie des hématies a ]’intérieur de |’estomac)? 
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CONCLUSIONS TIREES DES EXPERIENCES EFFECTUEES. 


1° Temps de survie des hématies a Vintérieur de V'estomac des 


Fic. 3 (macrophoto) 1. Anopheles maculipennis variété atroparvus, sang lapin 
plus sérum de cobaye anti-lapin aprés six heures de digestion, réaction d’ag- 
glutination positive; 2. Réaction témoin : méme sang, sans sérum anti-lapin, 
réaction d’agglutination négative; 3. Aedes xgypti gorgé de sang humain 
appartenant au groupe A plus sérum test anti-A aprés six heures de diges- 
tion, réaction d’agglutination positive; 4. Aedes egypti gorgé avec du sang de 
souris plus sérum de lapin anti-globules rouges de souris aprés cing heures 
de digestion, réaction d’agglutination positive; 5. Aedes egypti gorgé de sang 
humain plus sérum chevreau anti-homme aprés vingt-trois heures de diges- 
tion, réaction positive; 6. Aedes egypti gorgé de sang humain plus sérum 
de lapin anti-globules rouges de souris absorbé par des globules rouges 
humains de groupe AB aprés sept heures de digestion, réaction d’aggluti- 
nation négative. 


moustiques. — a) D’aprés les expériences 4 et 8 nous voyons que 
non seulement les hématies survivent plus de douze heures, 
mais aussi qu’un agglutinogéne de groupe sanguin humain tel 
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que l’agglutinogene A reste facilement décelable au moins 
douze heures. 

b) D’aprés les expériences du n° 25 4 48, nous voyons que les 
réactions restent positives et facilement lisibles a l’ceil, sans 
microscope au moins pendant les douze heures qui suivent la 
piqdre du moustique, qu’il s’agisse d’Anopheles stephensi ou 
Aedes aegypti. 

2° Spécificité des réactions, problémes de la modification anti- 
génique de la structure des hématies. — Les réactions pratiquées 
avee différents sangs d’animaux 4a l’aide des anti-sérums spéci- 
fiques absorbés ou non par les globules rouges correspondants 
nous ont montré que les hématies ingérées n’ont pas subi de 
modification antigénique pendant les douze premiéres heures de 
digestion. 

Les quatre expériences faites avec les moustiques gorgés sur 
homme, boeuf, cobaye, lapin, souris, montrent bien que la struc- 
ture antigénique des hématies n’est pas modifiée et permet les 
réactions d’agglutination spécifique. 

3° Degré de spécificité de ces réactions d’agglulination en 
rapport avec le taux de dilution des anti-sérums. — Nous voyons 
que des réactions peuvent garder leur spécificité méme a des taux 
pouvant atteindre 1/200, mais évidemment variables suivant les 
sérums utilisés. Dans le cas des sérums non absorbés, on atteint 
rapidement la spécificité dans un groupe d’animaux apparentés 
par simple dilution du sérum, mais cette spécificité doit étre 
garantie par de nombreux témoins. Il est a noter que les groupes 
d’animaux éloignés du point de vue antigénique ne présentent pas 
de réaction mixte avec les sérums non absorbés a |’état pur ou 
faiblement dilués selon la parenté plus ou moins grande entre les 
hématies ingérées et les globules rouges qui ont servi a fabriquer 
les anti-sérums. Dans le cas ot |’on voudrait pratiquer des réac- 
tions sur des sérums non absorbés il serait indispensable de 
prendre comme témoins les différents animaux de la _ localité 
qu’on étudie. 

4° Rapport entre les taux d’hémagglutimation des hématies 
ingérées et le titre du sérum obtenu par la méthode d’agglutination 
d’hématies intactes par centrifugation. — Les taux d’agglutination 
sur lame des hématies ingérées est inférieur de 2 4 4 dilutions au 
titre réel. Expériences 9 et 12, 13 a 22, 52 a 62. 


CONCLUSIONS. 


La méthode immunologique d’identification des origines spéci- 
fiques des hématies ingérées par les moustiques, méthode utilisant 
la réaction d’agglutination, est rendue possible par l’emploi d’anti- 
sérums dont la spécificité a été obtenue par absorption des hétéro- 


Ne Espéce_ de Temps _de Anti-sérum Titre Réaction d'tag- 
moustique igestion employ du_sérum glutination 
employee 
A.stephensi 6h. Cheval anti- 1/2048 positive 
G.R. humains 
ul) vi! Chevreau anti- 1/4000 positive 
G.R. humains 
A. aegypti Cheval anti- 1/2048 positive 
G.R. humains 
A.stephensi A Sérum test positive 
anti-A 
' 5 positive 
A. aegypti. Sérum test positive 
anilea 
. mi positive 
- # lapin anti-G.R,. négative 
Souris absorbés 
par G.R.humainsAB 
W Chevreau anti- 1/sI2 positive 
G.R.numainsal/50 
‘i a 1/100 : positive 
y! a 1/500 ve négative 
® a I/Ioco " négative 
A.stephensi Lapin anti- 
Globules 
> a positive 
1/4 positive 
positive 
positive 
positive 
positive 
positive 
négative 
négative 
negative 


sszsa32332232 


Cobaye anti- 
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agglutinines par des globules rouges d’animaux différents de 
lespéce qui a servi a la fabrication des anticorps agglutinants. 
Nous avons vu de plus que la survie des hématies a |’inté- 
rieur de l’estomac du moustique est suffisamment longue pour 
que les réactions puissent étre pratiquées méme douze heures 
aprés l’ingestion de sang, la structure antigénique des hématies 
n’ayant subi pendant ce temps aucune modification. 

Du point de vue application pratique, cette méthode d’identi- 
fication des hématies ingérées par les moustiques ou divers 
insectes hématophages peut rendre de grands services, dans dif- 
férentes enquétes épidémiologiques, au cours des endémies 
tropicales dont les vecteurs sont des moustiques ou d’autres 
insectes hématophages (Phlébotomes, Cératopogonides, Tiques, 
etc.). 

Cette méthode peut éventuellement rendre service dans l’orien- 
tation de la recherche du cycle de certains parasites ou virus dont 
les hétes intermédiaires sont encore inconnus, permettant l’iden- 
tification des réservoirs de virus et méme souvent des vecteurs. 
Dés maintenant, il nous semble qu’on doive utiliser la réaction 
d@hémagglutination dans le cas ou les hématies ingérées par les 
insectes hématophages ont conservé leur morphologie et, dans les 
cas inlermédiaires, associer cette réaction 4 la réaction de préci- 
pitation. Cette derniére conserve toutes ses indications dans le 
cas ot les hématies ont été digérées. 

Nous tenons a remercier le D™ Toumanoff qui a mis son insec- 
tarium a notre disposition, et M"° Lapied pour son aide technique. 


RECHERCHES SUR LA COMPOSITION ANTIGENIQUE 
DES STAPHYLOCOQUES NON PATHOGENES 


1. — MISE EN EVIDENCE D'AGGLUTINOGENES SPECIFIQUES 
ET D’'UN AGGLUTINOGENE COMMUN AUX SOUCHES PATHOGENES 
ET NON PATHOGENES 


par J. PILLET et B. ORTA (*). 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


Les recherches ayant pour objet l’étude de la composition anti- 
génique des staphylocoques non pathogénes sont peu nombreuses 
et, parmi celles utilisant la technique de l’agglutination spécifique, 
nous ne citerons que celles de Julianelle et Wieghard [4] qui, uti- 
lisant des sérums non absorbés, ne sont pas parvenus a différen- 
cier les souches pathogénes des souches non pathogénes, et celles 
de P. OEding [2] qui a montré récemment qu’a l’aide d’un sérum 
absorbé, préparé a partir d’une souche contenant les deux agglu- 
tinogénes qu’il considére comme caractéristiques de la majorité 
des souches pathogénes, il obtenait, dans 98 p. 100 des cas, une 
agglutination avec les souches pathogénes et dans 3,3 p. 100 des 
cas seulement, une agglutination avec les souches non pathogénes. 
Ce dernier travail, s’il met bien en évidence le peu de réactivité 
des souches non pathogénes vis-a-vis des sérums anti-pathogénes, 
présente l’inconvénient de ne pas se référer aux souches patho- 
génes qui paraissent devoir étre considérées comme souches types 
(souches I, II, HI de Cowan et 4 a 9 de Christie et Keogh) et 
n’apporte, par ailleurs, aucun renseignement positif sur la com- 
position antigénique des souches non pathogénes. Dans un travail 
précédent (31 nous avons constaté que sur 61 souches non patho- 
génes, isolées sur 3] nourrissons, nous n’avions pu typer, a l’aide 
de sérums anti-pathogénes absorbés, que 10 d’entre elles, la 
plupart appartenant au type 6, type rencontré exceptionnellement 
parmi les souches pathogénes. Le fait que 83,7 p. 100 des souches 
non pathogénes isolées dans ce travail n’aient pu étre typées par 
les sérums anti-pathogénes absorbés implique, soit l’absence d’ag- 
glutinogénes spécifiques & la surface de la majorité des souches 
non pathogénes, soit l’existence d’agglutinogénes spécifiques dif- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 mars 1954. 


COMPOSITION ANTIGENIQUE DES STAPHYLOCOQUES 753 


férents de ceux mis en évidence chez les staphylocoques patho- 
génes. 

Le travail actuel a en particulier pour but de permettre de choi- 
sir entre ces deux possibilités, et de rechercher par ailleurs si ta 
technique de l’agglutination peut étre utilisée en vue de l’identifi- 
cation des staphylocoques non pathogénes. 


MATERIEL ET METHODES. 


1° Soucnes. — a) Pathogénes. — ‘Les neuf souches utilisées 
ont été les souches I, II, III de Cowan {4} et les souches 4, 5, 6, 
7, 8, 9 de Christie et Keogh [5]. L’individualité antigénique de ces 
souches a été vérifiée antérieurement [6, 7]. 

b) Non pathogénes. — Nous avons choisi dix souches isolées 
sur dix malades différents, non typables par la sérologie, et don- 
nant des résultats négatifs aux tests de pathogénie habituels. 


2° PREPARATION ET ABSORPTION DES ANTI-SERUMS. AGGLUTI- 
NATION. — Les différentes techniques utilisées dans ce travail ont 
été décrites antérieurement a |’occasion de recherches sur la com- 
position antigénique des staphylocoques pathogénes [6, 7, 8]. 


RESULTATS. 


Nous envisagerons successivement |’étude des taux d’aggluti- 
nation des souches pathogénes et non pathogénes par les sérums 
anti-pathogénes et anti-non pathogénes et comparerons ensuite 
les résultats obtenus avec ceux notés avec les mémes sérums aprés 
absorption. 


TAUX D’AGGLUTINATION DES SERUMS ANTI-PATHOGENES VIS-A-VIS DES 
SOUCHES DES DEUX TYPES. — Les taux constatés varient évidem- 
ment d’un sérum a l’autre mais, en régle générale, les résultats 
- obtenus se résument ainsi: les souches pathogénes, et en par- 
ticulier les souches homologues et les souches riches en aggluti- 
nogéne commun, sont habituellement agglutinées au 1/1 000 par 
les sérums anti-pathogénes, alors que les souches non pathogénes 
dépassent rarement le taux de 1/50 lorsqu’on les teste avec ces 
mémes sérums. 


TAUX D’AGGLUTINATION DES SERUMS ANTI-NON PATHOGENES VIS-A-VIS 
DES SOUCHES DES DEUX TYPES. — Les résultats obtenus sont résu- 
més dans le tableau suivant dans lequel sont notées les agglu'ina- 
tions constatées avec chacun des sérums dilués au 1/500 (les réac- 
tions sont notées de 1 a 4 selon leur intensité). 
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TaBigau I. 


Souches pathogénes 


HW 


° 
ie) 
i) 
ie) 
0 
0 
ie} 
ie) 
z 


On peut tirer de l’examen de ce tableau les conclusions 
suivantes : 

1° Bien que les souches non pathogénes ne soient agglutinées 
qu’a des taux trés faibles par les sérums anti-pathogénes, elles 
peuvent, lorsqu’on les injecte a l’animal, déterminer la formation 
d’anticorps agglutinant les souches pathogénes 4 un titre élevé. 
Nous reviendrons plus loin sur ces résultats apparemment contra- 
dictoires et noterons ici seulement qu’il est nécessaire, pour 
expliquer le dernier, d’admettre l’existence d’un agglutinogéne 
commun a la surface des souches pathogénes et non pathogénes. 
L’absorption de ces sérums par la souche pathogéne I confirmera 
ce point de vue. 

2° Si lon étudie les taux d’agglutination des souches patho- 
génes, on peut faire deux remarques : a) la prédominance des 
souches III, 4, 8 est moins nette qu’avec les sérums préparés 
a partir des souches pathogénes [6], en particulier en ce qui con- 
cerne la souche 8. Cela peut étre dai au fait qu’il s’agit de 
sérums préparés a l’aide de souches non pathogénes, mais ce 
résultat peut aussi s’expliquer par une faible variation de la quan- 
tté d’agglutinogéne commun 4 la surface des neuf souches types. 
Nous avons en effet remarqué, au cours de plusieurs années d’ob- 
servations, des variations légéres dans les taux des sérums non 
absorbés qui semblent s’expliquer de cette facon. 

b) On constate l’existence d’une forte agglutination anti-6 qui 
parait caractéristique des dix sérums étudiés. 

3° L’examen des taux d’agglutination des souches non patho- 
genes montre qu’a part la souche 289, ces souches ne sont agglu- 
tinées qu’a des taux trés généralement inférieurs A ceux constatés 
avec les souches pathogénes. 
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ABSORPTION DES SERUMS ANTI-PATHOGENES. 


L’absorption de ces sérums a été réalisée a l’aide de la souche I 
qui posséde un pouvoir absorbant élevé. 

Les résultats obtenus pouvaient étre prévus a l’avance, étant 
donné que ces absorptions étaient analogues a celles effectuées 
antérieurement en vue d’obtenir des sérums anti-pathogénes spé- 
cifiques, et qu’aucune des souches non pathogénes utilisées ici 
n’avait réagi avec les sérums ainsi obtenus. 

C’est pourquoi, mise a part la confirmation de résultats 
constatés précédemment, ces expériences avaient surtout pour but 
de comparer, d’une fagon systématique, les résultats de l’absorp- 
tion des sérums anti-pathogénes et anti-non pathogénes. La dilu- 
tion des sérums (1/50) et leur volume (2,5 cm*) étant maintenus 
constants, seul le poids de germes secs utilisés dans l’absorption 
a varié : 15 mg de germes I pour les sérums anti-pathogénes, 
100 mg pour les sérums anti-non pathogénes. 

Nous avons obtenu dans ces conditions neuf sérums aggluti- 
nant nettement leur souche homologue, donnant encore quelques 
réactions croisées et n’agglutinant aucune des dix souches non 
pathogénes étudiées dans ce travail. Ces résultats s’opposent de 
facgon significative 4 ceux obtenus avec les sérums anti-non patho- 
génes que nous étudierons maintenant. 


ABSORPTION DES SERUMS ANTI-NON PATHOGENES. 


Chacun des sérums préparés 4 partir des dix souches non 
pathogénes a été absorbé dans les conditions précisées plus 
haut : dilution 1/50, volume 2,5 cm*, poids de germes I : 100 mg. 
Les résultats sont résumés dans le tableau suivant : 


TaBLeau II. 


Souches pathogénes Souches non pathogénes 
Im 4 5 I8I I86 242 260 280 289 293 300 322 435 
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L’examen de ce tableau permet les constatations suivantes : 
alors que les sérums anti-non pathogénes non absorbés agglu- 
tinent comme on I’a vu les souches pathogénes a des taux plus 
élevés que les souches non pathogénes, les résultats sont trés dif- 
férents aprés absorption de ces sérums. 

On constate, en effet, dans ces conditions la persistance d’agglu- 
iinations trés marquées a l’égard de la plupart des souches non 
pathogénes, alors que les souches pathogénes ne sont pratique- 
ment plus agglutinées 4 l’exception de la souche 6 qui donne 
encore lieu a des~agglutinations faibles ou modérées avec cing 
des sérums testés. 

On peut tirer de ces résultats les conclusions suivantes : 

1° On notera tout d’abord que la diversité des réactions d’agglu- 
lination obtenues avec ces sérums et les souches non pathogénes 
semble exclure que ces réactions soient dues 4 la présence du 
seul agglutinogéne 6 4 la surface des souches non pathogénes. Le 
fait que le sérum absorbé anti-6 n’agglutine aucune des souches 
non pathogénes étudiées ici confirme d’ailleurs ce point de vue. 

I] semble done bien qu’il faille rapporter l’agglutination sélec- 
tive des staphylocoques non pathogénes par les sérums préparés 
4 partir de ces souches et convenablement absorbés, a l’existence 
d’agglutinogénes spécifiques 4 la surface des staphylocoques non 
pathogénes. 

2° La disparition des agglutinines agissant sur les souches 
pathogénes, aprés absorption des sérums anti-non pathogénes par 
Ja souche pathogéne I, confirme par ailleurs |’existence d'un agglu- 
tinogéne commun aux staphylocoques pathogénes et non patho- 
génes. 

3° La présence d’agglutinines résiduelles anti-6 aprés absorption 
des sérums anti-non pathogénes et le fait qu’il ait été possible 
dans un travail antérieur [8] de classer certaines souches non 
pathogénes dans le groupe 6, indiquent que cet agglutinogéne 
semble jouer un réle intermédiaire qu’il y aura lieu de préciser 
ultérieurement. 


Remaroues. — Nous ferons maintenant deux remarques au 
sujet de certains des résultats obtenus. 

La premiére concerne la possibilité pour les souches non patho- 
genes de donner des sérums agglutinant les souches pathogénes 
a un taux élevé, alors qu’elles-mémes ne sont agglutinées qu’a 
des titres trés bas par les sérums anti-pathogénes. 

Ce fait confirme des expériences antérieures, non publicées, 
ayant pour objet l’étude des propriétés de sérums préparés & 
l'aide d'une méme souche s’étant développée sur deux milieux 
différents. Les germes provenant des deux types de milieux étaient 
agglutinés a des taux trés différents, 1/100 et 1/1 000 par le méme 
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anti-sérum, alors qu’injecté 4 l’animal ils permirent d’obtenir des 
sérums dont les taux étaient pratiquement identiques. 

Les résultats obtenus dans le travail actuel ne doivent donc pas 
surprendre et indiquent simplement qu’il semble difficile pour 
Vinstant d’établir un rapport entre la quantité d’agglutinogénes 
existant a la surface d’une souche et le taux des agglutinines 
constaté, lorsque cette souche est utilisée comme antigéne. 

Le second point sur lequel nous voulons attirer l’attention est 
la diversité des réactions obtenues lorsque l’on teste les dix souches 
non pathogénes par chacun des sérums anti-non pathogénes 
absorbés. 

Ces différents types de réactions impliquent l’existence de 
plusieurs agglutinogénes spécifiques a la surface des souches 
non pathogénes, car la présence d’un agglutinogéne commun aux 
souches non pathogénes, méme si elle était reconnue dans la 
suite, ne pourrait expliquer d’une facon satisfaisante les réac- 
tions aussi différentes que celles observées par exemple avec les 
souches 181 et 260. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


Dix-neuf sérums préparés 4 partir des neuf souches de staphy- 
locoques pathogénes types et de dix souches non pathogénes iso- 
lées sur dix malades différents ont été étudiés avant et aprés 
absorption par la technique de l’agglutination. 

Les conclusions suivantes peuvent étre tirées de ce travail : 

1° Les sérums anti-non pathogénes agglutinent les staphylo- 
coques pathogénes 4 des taux élevés et les agglutinines ainsi mises 
en évidence peuvent étre absorbées sélectivement par une souche 
pathogéne (souche I). Ces résultats permettent de considérer 
comme trés probable ]’existence d’un agglutinogéne commun aux 
souches pathogénes et non pathogénes a la surface des staphy- 
locoques non pathogénes. 

2° Chacun des sérums anti-non pathogénes, aprés absorption 
des agglutinines communes, agglutine nettement plusieurs des 
souches non pathogénes, ce qui implique l’existence d’aggluti- 
nines agissant spécifiquement sur les souches non pathogénes, et 
en conséquence, celle d’agglutinogénes spécifiques a la surface 
de ces souches. 

La diversité des réactions obtenues permet de penser qu’il existe 
trés probablement plusieurs types de staphylocoques non patho- 
génes identifiables par la sérologie. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DU METABOLISME 
DU BACILLE DE WHITMORE 


par L. CHAMBON et P. pg LAJUDIE (*). 


(Institut Pasteur de Saigon.) 


L’étude de la croissance des bactéries dans un milieu salin 
approprié additionné de carbone organique et de différentes 
sources d’azote permet d’apprécier un aspect particulier de leur 
métabolisme : le pouvoir de synthése des « métabolites essen- 
tiels » (1) indispensables 4 leur développement. Nous avons étudié 
a ce point de vue le comportement de Malleomyces pseudo-mallei 
dans des milieux synthétiques 4 base de carbone organique et 
d’azote, ce dernier soit sous forme ammoniacale, soit sous forme 
uréique, soit sous forme d’acides aminés. 


T. — MATERIEL: 


I] est fourni par 25 souches de bacilles de Whitmore dont : 

— 23 sont d’origine humaine et ont été isolées par hémoculture, 
culture de pus ou de crachats chez des malades atteints de 
mélioidose. 

— 2 sont d’origine animale. 

Leurs caractéres biochimiques sont conformes aux descriptions 
classiques et notamment 4 celle de de Lajudie et Brygoo (1953), 
et elles sont toutes pathogénes pour le cobaye. 


II. — TEcHNIQUEs. 


a) Mivieux SYNTHETIQUES UTILISES. — Pour ]’étude du métabo- 
lisme carboné et azoté, des sources de carbone et d’azote sont 
ajoutées au milieu salin de base de Lwoff, milieu dont la compo- 


sition est la suivante : 


(*) Société Frangaise de Microbiologie. Séance du 7 janvier 1954. 
(1) Cf. Pochon Nutrition Bactérienne in Dumas _ Bactériologie 


Médicale, 1951. 
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POR yoc6 ce See ss 2 ge 1,2)2 
PO;NasH, 2) Hes. Ss ee ee > SER ce 8,6 ¢g 
SOM; THO. 2 6 =) Rae es See iene ee 0,2 ¢ 
CIRCA S. cee S20 Say Ey ee 0,01 g 
SO, Reis 0). 2050 aa tes Se er 0,0005 g 
Eaw bidistili6e.! 2% SYS Oe ee es Q.S.P. 1 000 ml 


Les milieux synthétiques ainsi constitués sont répartis dans 
des tubes a essai a raison de 5 ml par tube, puis stérilisés 4 110° 
ou par trois chauffages 4 100° pour ceux dont la formule comporte 
un glucide. Le pH est ajusté 4 7,5 par addition de soude. 

L’hydrolyse de V’urée, l'utilisation du carbone, du citrate de 
soude et des alcools éthylique et méthylique, la production 
d’hydrogéne sulfuré a partir de la cystéine ont été étudiées 
comparativement en milieux synthétiques et en milieux semi- 
synthétiques gélosés dont nous donnons plus loin la composition. 


b) ENnsemencement. — Milieux synthétiques. — Un premier 
tube de milieu synthétique est ensemencé avec un inoculum trés 
faible d’une culture de vingt-quatre heures sur gélose ordinaire ; 
deux repiquages successifs effectués 4 l’ése dés apparition 
d’une culture macroscopiquement visible (vingt-quatre heures en 
général) permettent d’éliminer les métabolites qui auraient pu 
étre entrainés avec l’inoculum initial. La lecture définitive est 
faite sur le 3° tube. 

Milieux semi-synthéliques gélosés. — L’ensemencement est 
effectué & partir d’une culture sur gélose de vingt-quatre heures. 


III. — Résutrats. 
a) MéTABOLISME AzoTE. — L’utilisation de l’azote ammoniacal 
est étudiée sur le milieu de composition suivante : 
Sulfatesd’emmoOniuny 20> 2h. fees beeen eee 1,50 g 
Glucosezhs ty. Ses oe Shae e: Peine 2 
Milieu de: Lwoff tecese «1 aoe eee Q.S.P. 41 000 ml 


Ce milieu donne une culture abondante avec un voile important 
pour les 25 souches de bacille de Whitmore. 

Pour ]’étude de la nutrition azotée a partir de l’azote aminé, 
nous avons utilisé le milieu de base de Lwoff, auquel nous avons 
ajouté 2,50 g par litre de chacun des acides aminés suivants : 


Acides monoamino-monocarboniques. . Glycocolle. 
l-leucine. 
dl-alanine. 


Acides monoamino-dicarboniques . . . Asparagine. 
Ac. d-glutamique. 
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Acide diamino-monocarbonique . . . .  d-arginine base. 
Neier AMINO, SOUILES 0 wee ce en us oy as Chlorhydrate de cystéine. 
Acidesiaminés dérivés . 2... 6 6 3 ans Du benzéne : tyrosine. 


De.Vimidazole : histidine. 
De Vindole : tryptophane. 


Tous ces acides aminés, sauf le glycocolle, se comportent 
comme sources de carbone et d’azote utilisables par Malleomyces 
pseudo-mallei. Aucune souche ne se développe en présence de 
glycocolle sans l’adjonction de glucose (2 g p. 1 000) au milieu 
de culture. 

La croissance est lente et demande un inoculum important avec 
la leucine ; elle est favorisée par le glucose qui entraine l’appa- 
rition d’un voile a la surface du milieu de culture. Il n’y a pas 
formation d’indole a partir du tryptophane, ni d’hydrogéne 
sulfuré a partir des acides aminés soufrés comme la cystéine. 
Nous avons précisé ce dernier point en employant le milieu 
synthétique gélosé de composition suivante [Vaughn et Levine 
(1936)] : 


Chiorhnydratesdercysteimeyac te. ce sent Roe 6 ts 0,250 
AO Aenean tea seate ca Lune. eos he EC ee en pee SER MAE 1,250 
Ky HIE Ohare: SRA Eee tes Seer ea ce Sal Eotanitiett hs 0,075 
CN) FEES Oe te. to0.G) - peetetcy ogee cake Petal) «Foye ge aks ec 0,075 
ECU res coher i ato aie eo)” cgkaagestrink c nioukn: “apace cp hae (e 0,050 
Pan DYGUS THUG ae eR ee tee he a a 250 ml 


Ce milieu est stérilisé par 3 chauffages a 100° a vingt-quatre 


heures d’intervalle et réparti en culot a raison de 5 ml par tube. 
On y ajoute avant refroidissement du sous-acétate de plomb comme 
indicateur de réaction. Aucune des 25 souches de bacilles de 
Whitmore, ensemencées par piqdre, n’a produit le noircissement 
caractéristique du dégagement d’hydrogéne sulfuré. 

L’hydrolyse de Vurée et son utilisation comme source de 
carbone et d’azote, ou d’azote seulement, est un caractére d’identi- 
fication important. Nous l’avons étudié comparativement sur les 
milieux classiques de Fergusson-Hook et de Christensen tels 
qu’ils sont donnés par Dumas (1951), et sur les milieux de Lévy- 
Bruhl et Cado (1937) dont la composition est la suivante : 


Milieu I: 
CC nae ae an he fe ae oS ~ are ie ete eos, - adds iodo os 6 
DQ HK aes et) Ceo Rnteein ad pcos ice ey o_o 4 
ALIN AM ee ern co ee ga ae Say a dh 5 
COM ote fee. De Sle, ee, a 0,2 
Baxicbrdistillerswers: wee ths Ae ss. ce OR I 4 000 ml 
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Milieu II: 
Urée’ Ao... 2965 cn) cee os) ee ea 3 
PO HES. 085 2267S ce Gee ee ce 4 
GINa@ so mS BS Se A me Se eee 5 
SOiMg eedie eeeoet’ BUS nus.c 5 ha 0,2 
Glhueose.:*. . QuslieeS alk .7K= <3 Ses Soe 4 
Een bidistiliée. <..i<id 4BAinis) cet oa eee 4 000 ml 


Le pH est ajusté a 7,5 par adjonction de soude et la stérili- 
sation assurée par trois chauffages 4 100°. 

Nous n’avons obtenu aucune culture avec le milieu I de L-B 
et C, ni avec le milieu de Fergusson-Hook. Par contre le milieu II 
de L-B et C donne avec les 25 souches étudiées un croit micro- 
bien moyen avec formation d’un voile. 

La mesure du pH, effectuée aprés vingt-quatre heures, aprés 
cing jours et aprés huit jours, montre une acidification initiale, 
suivie d’une nette alcalinisation du milieu. Celle-ci est d’autant 
plus marquée que les souches donnent un dépét muqueux plus 
abondant. 

Toutes ces souches cultivent également sur le milieu synthétique 
a Vurée de Christensen. Effectuant des lectures au bout de 
vingt-quatre et au bout de quarante-huit heures, nous avons noté 
un virage au rouge pour 17 d’entre elles, au jaune pour 2 et pas 
de modification de Ja teinte du milieu pour 6. 

Malleomyces pseudo-mallei est donc capable d’utiliser l’urée 


» 


comme source d’azote associée A un sucre. 
b) MéranonismME cARBoNE. — Le sulfate d’ammonium étant 
choisi comme élément azoté, nous ajoutons 1,50 ¢ des différents 


composés organiques dont nous voulons déterminer l'utilisation 
comme source de carbone a : 


Suliste € QMMORM os orc cee ee ee 4,50 ¢ 
Milien de Lwoffs Xs > ON eA eee - . 4000 ml 
Utilisation des carbonates et des oxalates. — Le carbonate de 


Na et l’oxalate de Na ne sont utilisés par aucune souche de 
bacille de Whitmore. 

Utilisation des acétates. — Les 25 souches de bacille de 
Whitmore étudiées utilisent le carbone de l’acétate de sodium en 
donnant une culture d’abondance moyenne avec voile. 

L’acétate d’ammonium seul assure a la fois la nutrition car- 
bonée et azotée de Malleomyces pseudo-mallei, dont la croissance 
dans ces conditions est cependant lente et demande un inoculum 


plus important (une goutte au lieu d’une ése) dans le milieu 
sulvant : 


Acétate Vammonium: .% oc cies ee 5g 
Miliende Lwoffs: 2.-eeabho wars 5 5. eee 41 000 ml 


dont le pH est de 7,2. 
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Utilisation des citrates. — L’utilisation du carbone du citrate 
de sodium est un test de grand intérét qui est a la base de deux 
milieux différentiels, le milieu de Koser et le milieu de Simmons 
[Cf. Dumas (1951)]. 

Dans ces milieux nous avons constaté un développement rapide 
et abondant des cultures du bacille de Whitmore, fait déja signalé 
par de Lajudie et Brygoo (loc. cit.). 

Utilisation de Valcool éthylique et de l’alcool méthylique. —- 
Ces deux alcools n’assurent pas le métabolisme carboné du 
bacille de Whitmore, qui ne donne pas de culture dans le milieu 
synthétique proposé par Lwoff [Cf. Dumas (1951)} pour les 
Morazella, milieu dont la formule est la suivante : 


SOC Gok oo Mee COE OL aL oy ecine.. temts 


apres stérilisation on ajoute : 


CUTALOEC O ste Ie ater iter ee A ta CT nhl ote sta oan Gilvecen te 0,04 
CAC ae mone Mn ete SES els Palette te te ans vse ote 0,04 


CONCLUSION. 


L’étude du métabolisme carboné et azoté de Malleomyces 
pseudo-mallet permet de mettre en évidence quelques caractéres 
d’identification de ce microorganisme et de le classer dans la 
gamme trés étendue du monde bactérien étudié du point de vue 
du pouvoir de synthése. 

Nous avons retrouvé des caractéres biochimiques classiques 
tels que l’utilisatoin du carbone du citrate de sodium, |’absence 
de production d’indole a partir du tryptophane et l’absence de 
production d’hydrogéne sulfuré a partir d’acides aminés soufrés 
comme la cystéine. 

Nous en décrivons un nouveau : l’ulilisation de l’urée comme 
source d’azote en présence d’un glucide. 

Capable de faire la synthése de tous ses « métabolites essen- 
tiels » a partir d’azote ammoniacal en présence de carbone orga- 
nique, le bacille de Whitmore peut étre classé, dans la nomen- 
clature de Lwoff, parmi les germes mésotrophes, immédiatement 
apres les fixateurs d’azote. 

Il se montre donc beaucoup moins exigeant que la plupart des 
germes pathogénes dont la croissance nécessite en général la 
présence d’acides aminés. 

Cette notion vient a l’appui de la théorie selon laquelle le 
bacille de Whitmore serait largement répandu dans la nature 
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comme semblent l’indiquer, d’autre part, l’origine tellurique de 
plusieurs cas de mélioidose et les expériences de Vaucel (1937). 

Il faut cependant souligner que, jusqu’a présent, Malleomyces 
pseudo-mallei, au moins sous sa forme classique, n’a jamais été 
isolé en dehors de circonstances pathologiques. 


R&eSUME. 


Nous avons étudié en milieux synthétiques le métabolisme 
azoté et carboné de 25 souches de bacille de Whitmore. 

Cette bactérie s’est révélée capable d’utiliser l’urée comme 
source d’azote en présence d’un sucre et de faire la synthése des 
éléments indispensables 4 sa nutrition a partir d’azote ammo- 
niacal et de carbone organique. 

Il s’agit done d’un germe mésotrophe qu’on doit’s’attendre a 
trouver largement répandu dans la nature. 


BIBLIOGRAPHIE 


P. pe Lasupre et E. R. Bryeoo. Ces Annales, 1953, 84, 509. 
J. Dumas. Bactériologie Médicale, Flammarion, édit., 1951. 
M. Lévy-Brust et Y. Capo. Ces Annales, 1937, 58, 498. 

M. Vaucet. Bull. Soc. Path. exot., 1937, 30, 10. 

R. Vaucun et M. Levine. J. Bact., 1936, 32, 65. 


PREPARATION D’UN SILICO-GEL ENSEMENGABLE 
EN SURFACE ET EN PROFONDEUR 


par J. AUGIER (’). 


(Institut Pasteur. Service de Microbie technique. 
Laboratoire de Microbiologie du Sol.) 


PRINCIPE. 


Un sol d’acide silicique obtenu par passage d’une solution de 
silicate de Na dans une colonne de permutite posséde un pH de 38, 
reste liquide quasi indéfiniment et se laisse stériliser a l’autoclave. 
L’addition d’électrolyte permet sa transformation en gel dans une 
zone de pH comprise entre 3 et 8 environ. Le temps de _ prise 
dépend du pH, de la température, de la concentration en sel et en 
acide silicique. 

I] est done possible d’utiliser un tel sol pour préparer des 
milieux de composition parfaitement définie qui seront ensemen- 
cables soit dans la masse par incorporation de la semence au 
milieu salin, soit en surface par les méthodes habituelles. 


MobE OPERATOIRE. 


1° D&TERMINATION DES CARACTERISTIQUES DE LA COLONNE DE PER- 
mMuTITE. — Prendre un tube de verre de 30 mm de diamétre 
et 750 mm de haut; fermer son extrémité inférieure par un bou- 
chon de caoutchouc 4 un trou, portant un tube prolongé d’un 
tuyau de caoutchouc muni d’une pince de Mohr et d’une effilure 
de verre. Tasser dans le fond de la colonne un peu de coton de 
verre. 

Remplir la colonne d’un volume V d’eau distillée ; faire un 
repéere. Introduire sur une hauteur de 25 cm la permutite C 50 D (1) 
au préalable imprégnée d’eau distillée pendant vingt-quatre heures 
et bien essorée sur Buchner. Le niveau de l’eau dans la colonne 
se sera élevé. Laisser écouler l’eau jusqu’au repére, mesurer son 
volume V 1 représentant l’eau déplacée par la permutite. Jeter 
cette eau, laisser écouler de nouveau jusqu’a affleurement de la 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 mars 1954. 
(1) Nous avons utilisé la résine fournie par Philipps et Pain. 
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permutite, mesurer le volume écoulé V 2 correspondant a l’eau 
qui était au-dessus de Ja permutite. 

Dés lors on a: , 

V — V-2 = V8 = volume occupé par la permutite. 

V3—V1 =V4 = eau d’inhibition de la permutite. 

V 4, trés important a connaitre, est caractéristique de la 
colonne : c’est le volume de liquide a éliminer au début de chaque 
opération. Il représente l’eau d’inhibition de la permutite et ne 
contient pas encore l’acide silicique qui ne s’écoulera qu’aprés 
l’élimination de cette eau. 

Exemple numérique pour une hauteur d’environ 35 cm de per- 
mutite : 

V = 600 ml; V1 =. 170 ml; V 2 = 300) ml d aur: 

V3 = 600 — 300 = 300. 

V4 = 300 — 170 = 180. 

Ona: 

Volume de la permutite = 300 ml. 

Volume d’écoulement = 1380 ml. 

Donec, au début de chaque filtration on recueillera 4 part les 130 
premiers millilitres. 


2° MIsE EN CYCLE HYDROGENE OU REGENERATION DE LA PERMUTITE. 
— Introduire 300 ml d’acide chlorhydrique au 1/3 (en volume) 
dans la colonne et laisser écouler 180 ml. Aprés dix minutes de 
contact, amener le niveau de l’acide jusqu’a affleurement a la sur- 
face de la permutite et maintenir le contact trente minutes. II se 
produit une contraction de la permutite. Laver, d’abord par 
petites fractions ensuite plus abondamment avec 1 1 d’eau distillée. 
A la fin eau doit sortir faiblement acide et ne doit plus con- 
tenir de chlore. Au cours de ce lavage on voit la permutite se 
redilater. 

Avant chaque usage il faut régénérer la permutite comme 
ci-dessus. 

Lorsque la colonne a servi trois ou quatre fois, la remplir 
aux 3/4 d’eau distillée et la renverser plusieurs fois de maniére a 
émulsionner la permutite dans l’eau. Remettre vertical et laisser 
les grains de permutite se sédimenter. Avant que ne soit déposée 
la substance blanchatre que contient l’eau surnageante, jeter cette 
eau pour éliminer le plus complétement possible ce précipité. 

Cette opération évite de laisser la colonne se colmater. Ce pré- 
cipité est du silico-gel qui s’était formé autour des grains de 
permutite. 

Lorsque la colonne a servi dix ou quinze fois, la vider et laver 
trés abondamment la permutite avec de ]’eau distillée pour éliminer 
Je silico-gel. On procéde comme ci-dessus par décantations succes- 
sives mais dans un large récipient. 
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3° PREPARATION DU SOL D’ACIDE SILICIQUE. — Préparer une solu- 
tion de silicate de sodium au quart en volume, a partir du silicate 
purrd2e<1.,330 (2): 

En verser 250 ml dans une colonne de permutite correspondant 
a exemple numérique ci-dessus. 

On commencera par recueillir a part les 180 premiers milli- 
litres (volume d’écoulement de la colonne décrite plus haut). 

Dans un deuxiéme récipient, laisser couler jusqu’a ce que le 
niveau de silicate arrive 4 affleurement de la permutite ; verser 
sur la colonne les 130 ml recueillis au début et laisser de nouveau 
couler dans le méme récipient jusqu’a affleurement. Cette der- 
niére fraction représente le sol d’acide silicique cherché, soit 
250 ml environ. 

Refaire un deuxiéme passage avec le sol ainsi préparé comme 
s'il s’agissait de la solution de silicate de sodium sur la méme ou 
mieux, sur une deuxiéme colonne. 

Le sol final posséde une densité voisine de 1,030. Par dilution 
avec de ]’eau distillée on laménera a la densité de 1,024. 

Faire passer dans la colonne de l’eau distillée pour la débar- 
rasser le plus possible du sol qui peut y rester et qui tend a la 
colmater. 

Nous conseillons de régénérer la permutite immédiatement aprés 
usage. 


4° Srérittisation. — En régle générale il suffira de répartir en 
quantité connue dans des fioles stériles de Pyrex le sol précé- 
demment obtenu, de le porter dans un autoclave, déja chaud, 
a 110° pendant vingt minutes et de le conserver en glaciére. II 
restera ainsi utilisable huit jours environ. 

Si lon désire obtenir un sol plus stable et conservant mieux 
ses propriétés gélifiantes, on pourra l’additionner avant stérili- 
sation de 0,5 ml p. 100 d’acide chlorhydrique normal. 


5° NEUTRALISATION DU sot. — Dans la plupart des cas, il faut 
0,2 ml de NaOH N pour 25 ml de sol de densité 1,024. Mais la 
mesure de la densité n’est pas suffisamment précise pour déter- 
miner par avance la quantité exacte de soude nécessaire. I] fau- 
dra donc vérifier le pH au bleu de bromothyl et corriger s’il y 
a lieu. La correction est généralement petite: il est rare qu'il 
faille ajouter plus de 0,1 4 0,2 ml de NaOH pour 100 cm® de sol. 

Pour les sols additionnés d’acide chlorhydrique il faudra ajouter 
0,5 ml p. 100 de solution alcaline normale. I] semble préférable 
dans ce cas de neutraliser a la potasse pour éviter d’introduire 
trop d’ions sodium. 


(2) Nous avons utilisé le silicate pur de chez Prolabo (d : 1,33). 
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UTILISATION DU SILICO-GEL. 


PRINCIPE GENERAL. — A partir d’un sol stérilisé & concentration 
convenable et amené A neutralité, il est possible de préparer un gel 
par addition d’une solution saline stérile contenant les principes 
nutritifs nécessaires et additionnée ou non de la suspension des 
germes & cultiver. Le mélange sera fait stérilement dans des tubes 
également stériles. On retournera trois ou quatre fois le tube pour 
bien mélanger les deux solutions. A partir de ce moment, la vis- 

cosité augmente rapidement et il faudra répartir en boites de 
Petri de 5 cm de diamétre en moins de cing minutes. Un aide est 
généralement nécessaire pour effectuer cette opération. 

Au préalable il faudra avoir déterminé la proportion optimum de 
chacune des deux solutions pour avoir un gel de consistance con- 
venable. Pour le sol de densité 1,024 les volumes respectifs du sol 
et de la solution saline peuvent étre assez variables selon le 
milieu de culture choisi. Il faut done faire le titrage de cette pro- 
portion. 


TITRAGE DE LA CONCENTRATION OPTIMUM DU SOL. — 1° Préparer le 
milieu de culture choisi 4 quadruple concentration a pH 7,2. 

2° Neutraliser 50 cm® de silico-gel préalablement stérilisé. 

3° Réaliser la gamme des mélanges suivants : 


SUNCO-BEL rus tora usetrice Biel ee eek ede ae 6 5 4 3 2 
Bad GIstilee., Laas. fee Le Sa Newel 4 iz 3 4 
Milieu 4X concentré..... . 2 2 2 2 2 


Bien mélanger et répartir dans des boites de Petri de 5 cm de 
diamétre. 

Laisser au repos jusqu’au lendemain. 

Apprécier dans quelle boite la consistance est convenable. C’est 
généralement la proportion 4 — 2 — 2 qui est la meilleure. 


ENSEMENCEMENT DANS LA MASSE. 


Préparer : 1° Une gamme de dilution de la semence A isoler ou 
a numérer,. 

2° Un sol stérile d = 1,024, le neutraliser. 

3° Le milieu de culture 4 concentration convenable. 

Ensuite mélanger la semence au milieu de culture et introduire 
le sol a la concentration déterminée par le titrage ci-dessus. Bien 
mélanger et couler en boite de Petri de 5 em de diamétre. Laisser 
au repos quelques heures et porter a l’étuve couvercle en haut, 

i 26° pour les germes du sol, 4 37° pour les germes ordinaires, 


= 
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ENSEMENCEMENT EN SURFACE. 


Procéder exactement comme ci-dessus sans introduire les 
germes dans le milieu de culture mais en ensemencant en surface. 

Pour les germes du sol on a souvent intérét a « émailler » 
la surface du milieu. Dans ce cas verser Ala surface de la 
boite 0,5 em* d’une suspension stérile trés concentrée de carbo- 
nate de Ca (2 parties d’eau pour 1 partie en poids de carbonate 
de Ca; bien mélanger au mortier et stériliser). A l’aide de 
petites oscillations, on répartit le carbonate sur toute la surface. 
Laisser sécher a l’étuve a 37°-40° (environ vingt-quatre heures) 
boite fermée. 

Ensemencer selon les méthodes habituelles. 

On peut également couler en tubes de 17, inclinés ou non, etc., 
et se servir de ce milieu comme d’un milieu gélosé. 

Ce support convient pour tous les germes et surtout pour les 
germes de la terre. 


CONCLUSION. 


La complexicité de la préparation de ces gels n’est qu’appa- 
rente. Une fois la colonne montée et le titrage fait, la préparation 
des milieux aux gels de silice ne demande pas plus de temps que 
ceux a la gélose. 

Ce support de silice est en outre absolument inerte, inatta- 
quable par les germes et surtout ne présente aucun pouvoir 
empéchant, avantage trés important ; la gélose se montre en effet 
souvent toxique pour certains germes. 

En outre, le silico-gel n’a pas l’inconvénient de pouvoir jouer 
comme la gélose un réle d’hapténe polysacchardique, lors des 
extractions faites a partir de bactéries cultivées en vue d’une étude 
antigénique. 

Enfin, ces gels de silice sont absolument transparents; ils 
permettent d’apprécier bien plus facilement qu’en gélose, les 
zones d’attaque entourant les colonies de cellulolytiques par 
exemple. Par contre, la diffusion des enzymes en silico-gel est plus 
faible qu’en gélose aussi peut-il arriver que la croissance de cer- 
tains germes soit un peu plus tardive. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15%) 


Séance du 1° Avril 1954. 


Présidence de M. PreEyor. 


NECROLOGIE 


MAXIME STIASSNIE 
(1890-1954) 


La disparition de Maxime Stiassnie sera vivement ressentie par tous 
les microscopistes qui ont eu le privilége de converser avec cet homme 
courtois et bienveillant dont la compétence était universellement 
reconnue. 

Ancien éléve de l’Ecole Polytechnique, ot il était entré en 1910, il 
se trouve engagé dans la guerre comme officier d’artillerie presque 
aussit6t aprés sa sortie de l’Ecole. Il est deux fois blessé, en septembre 
1914 et octobre 1916 (Croix de guerre, Légion d’Honneur). Aprés une 
année passée 4 l'Institut d’Optique, en 1921, il succéde 4 son peére, 
4 la téte d’une maison déja réputée. On Jui doit alors la création de 
différents modéles de microscopes qui ont fait leurs preuves : modéle de 
l'Institut Pasteur ; modéle spécial pour les travaux dans les territoires 
d’Outre-Mer, utilisé en particulier par le D™ Jamot dans ses études en 
brousse sur la maladie du sommeil ; modéle pliant de voyage ; enfin, 
grand modéle binoculaire. 

Mobilisé en 1939, il est affecté au Service de ]’Armement, et, en 
1940, refusant de collaborer, il voit son usine fermée, ses machines 
enlevées, son personnel dispersé. Pendant quatre ans toutes ses fabri- 
cations furent arrétées. 

En 1944, il reprend sa tache avec un outillage de fortune, commence 
une série de fabrications d’appareils d’optique spéciaux, destinés 
a lidentification et A la recherche des armes employées clandestine- 
ment aprés le départ des Allemands, contre les Alliés et la population 
civile. L’autorité militaire américaine lui décerne A cette occasion un 
dipléme élogieux. Puis l’usine retrouve son activité normale. Tous 
ses Ouvriers rentrent sans exception. C’est sans aucun doute parce que 
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M. Stiassnie avait vis-a-vis d’eux un comportement trés généreux. Les 
gens qui l’assistaient nous ont dit combien leur patron était profon- 
dément humain. Aussi il a toujours été fidélement entouré d’un noyau 
d’ouvriers anciens, de techniciens éprouvés qui s’attachaient tout natu- 
rellement a leur travail avec le souci de la perfection. 

M. Stiassnie n’hésitait pas 4 se méler aux siens pour travailler 
avec eux. Il faisait bien tout ce qu’il faisait et ne laissait A personne 
d’autre qu’a lui-méme le soin de vérifier scrupuleusement 1’appareil 
terminé. 

Cette conception un peu artisanale de son métier lui a donné des 
résultats d’une qualité indiscutable. 

J’ai eu parfois la chance de profiter de ses conseils et je lui dois de 
véritables lecons de technologie microscopique. Je ne voudrais citer 
qu’un. trait de son caractére: je l’ai vu examiner a plusieurs reprises 
des instruments autres que les siens ; le statif, l’optique faisaient alors 
Vobjet d’une critique minutieuse, mais il commengait toujours par 
dire tout ce qu’il trouvait bien. 

Je suis str d’étre l’interpréte d’un grand nombre de biologistes, 
en rendant hommage 4 sa mémoire en témoignage de reconnaissance 
pour les éminents services qu’il a rendus 4 la microscopie tout entiére. 

P. M. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine : J’ai l’honneur de présenter A la Société le livre qu’avec 
mon collégue et ami R. Sohier nous avons consacré aux techniques 
de laboratoire appliquées au diagnostic des maladies 4 virus (1). 

Les progrés accomplis depuis quelques années dans les connaissances 
sur les virus ont permis d’étendre considérablement les moyens 
d’investigation et de diagnostic, et d’éviter, grace aux nouvelles 
méthodes biologiques, des erreurs aux conséquences parfois graves. 

En particulier, les méthodes d’isolement et de culture des virus, la 
préparation d’antigénes spécifiques permettent aujourd’hui d’appliquer 
aux maladies 4 virus de l’>homme, des procédés diagnostiques qui, dans 
leur essence, ne different pas fondamentalement des méthodes cou- 
ramment employées pour le diagnostic des infections causées par des 
bactéries. 

Nombre de ces techniques mises au point depuis peu mettent a la 
portée de la plupart des laboratoires convenablement équipés et 
entrainés la possibilité d’un diagnostic 4 la fois précoce et précis. 

C’est le but de cet ouvrage, qui s’adresse aux cliniciens et aux tra- 
vailleurs de laboratoire, de les aider dans ces recherches et examens. 
Il leur présente les techniques relatives 4 l’isolement des virus, la 
mise en évidence des anticorps spécifiques ou éventuellement certaines 


réactions cutanées. 


(1) P. Lépine et R. Sohier. Techniques de laboratoire appliquées au 
diagnostic des maladies a virus, Masson et Cie, éditeurs, Paris, 1954, 
479 pages, prix : 2400 fr. broché ; 3 000 fr. relié. 
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Les biologistes y trouveront le détail des méthodes de laboratoire 
avec toutes les indications relatives 4 la mise en ceuvre. Les cliniciens 
pourront s’y reporter pour connaitre les conditions dans lesquelles on 
peut faire appel aux techniques biologiques, grace 4 un court rappel 
clinique précédant chacun des chapitres, les conditions dans lesquelles 
ils devront effectuer les prélévements et les faire parvenir au labora- 
toire, enfin les modalités d’interprétation des résultats qui leur seront 
donnés. 

Essentiellement consacré aux techniques de diagnostic, l’ouvrage 
décrit les méthodes de laboratoire, mais laisse de cété toute étude 
théorique ou didactique des virus. Parmi les techniques modernes, 
il s’attache plus particulitrement A celles qui ont été choisies pour 
leur rigueur et leur clarté comme pour leur commodité pratique 
d’exécution. 

Nous espérons que ce livre sera de quelque utilité aux laboratoires 
chaque jour plus nombreux qui ont 4 envisager sous l’angle pratique 
le diagnostic des maladies 4 virus de l’homme. 


COMMUNICATIONS 


NOUVELLES OBSERVATIONS 
SUR LE DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE 
DE LA NATURE DES « BECEGITES » 


par Paut HAUDUROY et Witty ROSSET. 


Unstitut d’Hygiéne, Lausanne.) 


Nous avons publié en 1952 les premiers résultats d’inoculations 
faites parallélement au cobaye et au hamster de pus de « bécégite » et 
nous avons pu prouver ainsi que le bacille tuberculeux n’était jamais 
en cause, En effet, le cobaye survit toujours aux inoculations; le 
hamster, par contre, meurt réguliérement d’une infection due 
au BCG (1, 2). 

Nous avons continué systématiquement ces recherches et avons 
réuni les dix observations suivantes. 


Ba..., 4 ans. N° 30872. — Produit examiné: pus. Présence de b. aar. Cul- 
tures positives. Cobaye inoculé le 19 février 1952. Sacrifié aprés dix mois: 
pas de lésions. Hamster inoculé avec culture le 11 mai 1952. Mort aprés 
sept mois: lésions + + +. 


Gu..., 24 ans. N° 39538. — Produit examiné: pus. Présence de b. aar. 
Cultures positives. Cobaye inoculé le 15 octobre 1952. Sacrifié aprés huit 
mois et demi: pas de lésions. Hamster inoculé le 15 octobre 1952. Mort 
aprés huit mois: lésions + + +, 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 773 


Ge..., 17 ans, N° 43804. — Produit examiné: pus. Pas de b. aar. (staphy- 
locoques). Cultures positives. Cobaye n° 1, inoculé le 18 février 1953, avec le 
pus. Sacrifié aprés neuf mois: pas de lésions. Cobaye n° 2, inoculé avec 
culture le- 9 avril 1953. Sacrifié aprés cinq mois: Pas de lésions. 
Hamster n° 1, inoculé le 18 février 1953, avec le pus. Mort aprés neuf mois : 
pas de lésions. Hamster n° 2, inoculé avec culture le 9 avril 1953. Mort 
aprés un mois: lésions + + +. 


Sch..., 22 ans. N° 45521. — Produit examiné: pus. Présence de b. aar. 
Cultures positives. Cobaye n° 1, inoculé avec le pus le 30 avril 1953. 
Sacrifié aprés sept mois : pas de lésions. Cobaye n° 2, inoculé le 2 juin 1953. 
Mort aprés trois semaines : abcés au point d’inoculation, sans autres lésions. 
Cobaye n° 3, inoculé avec le pus d’abcés du cobaye n° 2, le 25 juin 1953. 
Sacrifié aprés quatre mois: pas de lésions. Hamster inoculé avec culture 
le 2 juin 1953. Mort aprés quatre mois: lésions + + +. 


Bo..., 4 ans. N° 47099. — Produit examiné: pus. Présence de b. aar. 
Cultures positives. Cobaye inoculé avec le pus le 16 mai 1953. Sacrifié aprés 
six mois: pas de lésions. Hamster n° 1, inoculé avec le pus le 16 mai 1953. 
Mort de maladie intercurrente. Hamster n° 2, inoculé avec culture le 
10 juin 1953. Mort aprés deux mois et demi: lésions + + +. 


Bo..., 6 ans. N° 47213, — Produit examiné: pus. Pas de b. aar. Cultures 
positives (b. aar.). Cobaye n° 1, inoculé avec le pus le 19 mai 1953. Sacrifié 
aprés six mois: pas de lésions. Cobaye n° 2, inoculé avec culture le 
10 juin 1953. Mort le 23 juin 1953: abcés au point d’inoculation, sans autres 
lésions. Cobaye n° 3, inoculé le 25 juin 1953, avec pus d’abcés du cobaye n° 2. 
Sacrifié aprés cing mois: pas de lésions. Hamster n° 1, inoculé avec le 
pus le 19 mai 1953. Mort aprés huit mois: lésions + + +. Hamster n° 2, 
inoculé avec culture le 10 juin 1953. Mort aprés deux mois: lésions + + +. 
Hamster n° 3, inoculé avec le pus d’abcés du hamster n° 2, le 25 juin 1953. 
Mort aprés six mois: lésions + 4+ +. 


Gui... 16 ans. N° 47308. — Produit examiné: pus. Présence de b. aar. 
Cultures positives. Cobaye n° 1, inoculé avec le pus le 22 mai 1953. Sacrifié 
aprés six-mois: pas de lésions. Cobaye n° 2, inoculé avec culture le 
17 juin 1953. Sacrifié aprés cing mois: pas de lésions. Hamster n° 1, 
inoculé avec le pus le 22 mai 1953: vit encore. Hamster n° 2, inoculé avec 
culture le 17 juin 1953. Mort aprés quatre mois: lésions + + +. 


Pe... N° 48188. — Produit examiné: pus. Présence de b. aar. Cultures 
positives. Cobaye n° 1, inoculé avec le pus le 13 juin 1953. Mort de maladie 
intercurrente. Cobaye n° 2, inoculé avec culture le 30 juillet 1953. Sacrifié 
aprés quatre mois: pas de lésions. Hamster n° 1, inoculé avec le pus le 
13 juin 1953. Mort de maladie intercurrente. Hamster n° 2, inoculé avec 
culture le 30 juillet 1953. Mort aprés deux mois: lésions + + +. 


Che... 3 ans. N° 48824. — Produit examiné: pus. Présence de b. aar. Cul- 
tures négatives. Cobaye inoculé avec le pus le 29 juillet 1953. Mort aprés 
soixante et onze jours: pas de lésions. Hamster inoculé avec le pus 
le 29 juillet 1953. Mort aprés quatre mois et demi: lésions + + +. 


Kun... N° 50157, — Produit examiné: pus. Pas de b. aar. Cultures néga- 
tives. Cobaye inoculé avec le pus le 31 juillet 1953. Sacrifié aprés quatre 
mois : pas de lésions. Hamster inoculé avec le pus le 31 juillet 1953. Mort 
aprés deux mois ; lésions + + +. 


Ces observations nous permettent donc de confirmer nos premieres 
conclusions ; une inoculation de pus de « bécégite »» ou de culture 
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provenant de ces pus au cobaye et au hamster (Mesocricetus auratus) 
prouve que ces bécégites sont bien dues au bacille de Calmette-Guérin 
et non A des bacilles tuberculeux. 


BIBLIOGRAPHIE 
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RECHERCHES SUR L’ORGANE GIRATOIRE 
DE FUSOCILLUS GIRANS 


par A.-R. PREVOT, J. GIUNTINI et H. THOUVENOT. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Le caractére le plus frappant de Fusocillus girans, celui qui a permis 
de le distinguer d’emblée des nombreux Fusiformes, est sa mobilité 
giratoire trés spéciale qui a été longuement décrite par l’un de nous 
en 1940 [4] et qui avait déja, 4 cette époque, suscité la recherche de 
Vorgane responsable, cela sans résultat. Aussi avions-nous écrit dans 
la description morphologique de cette espéce: « Les cils ou flagellés 
qui sont responsables de cette mobilité doivent étre d’une substance 
trés particuliére, car nous n’avons pas réussi a les colorer, méme en 
employant les méthodes recommandées pour les anaérobies: acide 
osmique-argent ammoniacal ; procédé de Casares Gil modifié par 
Levenson. » D’autres auteurs, aprés nous, ont également échoué, en 
particulier W. Kazeef, qui pourtant est un spécialiste de la coloration 
des cils de Fusiformes [2], 4 qui nous avions confié nos souches et 
qui n’a pas pu mettre le moindre cil en évidence (1). 

Notre regretté collégue et ami P. Séguin, lui aussi cytologiste spécia- 
lisé des Fusiformes, avait également échoué, alors qu’il avait trés bien 
coloré avec H. Boisvert le cil unique de Fusocillus plauti et méme le 
cil du granule bactériogéne de cette espéce [3]. Quand la microscopie 
électronique est devenue une méthode courante, nous avons essayé 
avec O. Croissant de mettre en évidence un appareil moteur qu’aucune 
coloration ne permettait de voir. Ici encore, nous avons échoué pour 
une raison trés simple que nous n’avons comprise que plusieurs 
années aprés, A l’occasion des recherches actuelles faisant l’objet de 
cette note. Mais avant d’exposer nos résultats, nous devons men- 
tionner le trés récent travail de J. B. Mac Donald, M. L. Knoll et 
R. M. Sutton [4], fait en méme temps que le nétre, mais publié avant 


(1) A ce sujet nous faisons remarquer que les Fusiformes dont Kazeef 
a coloré les cils en 1939 n’appartiennent pas A l’espéce Fusiformis 
nucleatus comme il l’a écrit. Cette derniére espéce est rigoureusement 
immobile et acili¢e. Les cils qu'il a colorés sont ceux d’espéces indéter- 
minées du genre Fusocillus, soit F. shmaminei soit F. plauti. 
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lui et qui a donc incontestablement la priorité : étudiant 5 souches 
de cet anaérobie, isolées de la cavité buccale au Canada, ils ont cons- 
taté un mouvement giratoire progressif glissant autour d’un pole 
fixe, comme nous l’avons décrit en 1940 et qu’on observe trés bien 
a Vultramicroscope. En contraste de phase, en microscopie électro- 
nique, en microscopie polarisée, ces auteurs n’ont pas pu mettre de 
cil en évidence. Mais en microphotographie électronique par ombrage 
a Vencre de Chine yu au chrome, ils ont pu déceler une expansion 
mucilagineuse en deux points diamétralement opposés du bacille, vers 
ses extrémités. La mobilité n’est pas troublée par l’addition de 
« tween 80 » au milieu, ni d’alcoylarylsulfonate. Cette mobilité est 
inhibée en présence d’antisérums spécifiques. Aucune explication n’est 
donnée par ces auteurs de la mobilité giratoire si spéciale de Fuso- 
cillus girans. 

Nos recherches actuelles datent de la description d’une maladie nou- 
velle du chat [5]: la fusocillose & grains blancs, qui se présente 
comme une pseudo-actinomycose ot on ne trouve jamais d’Actino- 
bacterium, mais toujours Fusocillus girans. Un cas récent nous ayant 
fourni une souche particuliérement mobile, nous l’avons photogra- 
phiée au microscope électronique. Une premiére série d’examens a été 
faite sur des préparations de microbes centrifugés et repris par l’eau 
bidistillée : on n’apercoit sur les photographies électroniques ni cil, 
ni l’expansion mucilagineuse de Mac Donald. Par contre, dans une 
deuxiéme série d’examens faits sur la culture totale, aprés ombrage 
métallique avec un alliage d’or et de palladium (& 30 p. 100 de Pd), 
grossissement 15 000, tension d’accélération des électrons 80000 volts, 
on peut voir, attachée au corps microbien en position subterminale, 
une énorme expansion d’une substance amorphe, d’aspect réticulé, 
rameux, formant un voile mucoide semblable 4 celui qui a été décrit 
par les auteurs canadiens, mais beaucoup plus net et plus visible que 
sur leurs photographies. 

Il est difficile, dans l’état actuel des recherches, d’expliquer 
comment cet organe peut provoquer la giration de cette espéce. Mais 
avant de trouver ce mécanisme, il fallait signaler la présence chez 
une bactérie mobile non ciliée d’un organe encore inconnu et visible 
seulement en microscopie électronique. Toutefois, nous nous croyons 
en droit de formuler une hypothése: cet organe propulserait la bac- 
térie par des ondulations semblables 4 celles des nageoires mons- 
trueuses de la variété « queue de voile » de Carassius auratus. Mais ces 
ondulations seraient extrémement rapides et au moment du renver- 
sement de la giration, l’expansion mucilagineuse se replierait rapi- 
dement 4 sa base pour propulser le microbe en sens inverse. 

Résumé. — F. girans, examiné au microscope électronique, n’a pas 
de cil ni de flagelle, mais une expansion mucilagineuse réticulée sub- 
terminale, lysée par l’eau distillée, trés visible aprés ombrage 4 l’or- 
palladium. C’est le premier cas de mobilité bactérienne sans cil, expli- 
cable par un organe nouveau, jusqu’ici inconnu. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fusocillus girans : 


Microphotographie électronique de Giuntini. 
Gross. : 15 000. 


ETUDE D'UNE ESPECE 
THERMOPHILE ANAEROBIE NOUVELLE : 
CILLOBACTERIUM THERMOPHILUM n. sp. 


par A.-R. PREVOT, H. THOUVENOT, J. PITRE et M. BRESSOU. 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies, 
et Laboratoire des Abattoirs de la Villette.) 


Dans des conserves de paté de foie et de paté de campagne infectés 
nous avons isolé une espéce thermophile anaérobie nouvelle dont voici 
la description : 

Morphologie. — Batonnet de 4 4 5 p de long sur 0,4 yw de large, droit, 
isolé ou en trés courtes chainettes ; trés lentement mobile ; possédant 
un cil fin rigide et cassant, non colorable par les méthodes habituelles, 
mais photographiable au microscope électronique ; parfois bifurqué 
a une extrémité, asporulé, Gram-positif dans les cultures tres 
jeunes (fig. 1). 

Physiologie. — Anaérobie strict, non thermorésistant (1) [tué par 
un chauffage de dix minutes 4 70°], réducteur (rouge neutre réduit 
définitivement, safranine, temporairement). Longévité supérieure a 
vingt jours. Thermophile dont l’optimum est 4 55° (pousse encore de 
45° & 57°). Par adaptation progressive nous avons pu, difficilement 
d’ailleurs, obtenir une lignée poussant A 37°, mais lentement et trés 
pauvrement, et ne donnant pas tous les caractéres culturaux observés 
a 55°. Cette lignée obtenue 4 37°, remise 4 55° redevient immédiate- 
ment thermophile. 

Cultures. — Gazogénes non fétides. En gélose profonde, colonies len- 
ticulaires surtout groupées dans une zone située &4 1 cm de la surface 
libre de la gélose. Peu de gaz. En eau peptonée, pas de culture. En 


(1) Cette absence de thermorésistance en culture pure contraste avec 
une thermorésistance élevée : une heure et demie A 100° dans le paté ot 
il a été isolé. Il y a done dans les conserves une substance qui confére la 
thermorésistance aux bactéries non sporulées. 


Fic. 1. — Cillobacterium thermophilum. 
Microphotographie électronique de Giuntini. 
Gross. : 15 000 
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bouillon glucosé, trouble abondant et gaz. La gélatine n’est pas 
liquéfiée. Le lait est coagulé en quarante-huit heures avec rétraction 
importante du caillot dans certains tubes, modérée dans d’autres. Les 
protéines ne sont pas attaquées. Les glucides suivants sont fermentés : 
glucose, lévulose, maltose, lactose, galactose et amidon. 

Caractéres biochimiques. — Nitrates non réduits en nitrites. Sulfates 
et sulfites non réduits en sulfures. Produits de fermentation du 
bouillon V. F. glucosé : NH, : 0,2 g par litre, alcools, trace de SH,. 
A 55°, acides acétique et butyrique (5 pour 1), A 37°, acide acétique 
pur. 

Pouvoir pathogéne. — Nul pour le cobaye et la souris. 

Position dans le systématique. — Etant un batonnet asporulé, cilié 
et Gram-positif, cette souche appartient au genre Cillobacterium Pré- 
vot 1938. A l’intérieur de ce genre il fait partie du groupe A (espéces 
non protéolytiques) comprenant déja C. moniliforme, C. guinaeensis 
et C. silvestris [4]. Mais l’ensemble de ses caractéres culturaux et bio- 
chimiques, et, tout particuli¢rement, sa thermophilie trés élevée, per- 
mettent de le différencier de ces espéces et de le considérer comme 
une espéce nouvelle pour laquelle nous proposons le nom de Cillobacte- 
rium thermophilum., 

Conclusion. — Dans les conserves infectées ot on n’a isolé ni souche 
psychrophile, ni souche mésophile, il faut rechercher les bactéries 
thermophiles aérobies et anaérobies. 
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ETUDE D'UNE SOUCHE 
DE C/LLOBACTERIUM SPATULIFORME (DISTASO) P. 1940 


par A.-R. PREVOT, M. PIECHAUD et H. THOUVENOT. 


(Unstitut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


En 1911, au cours de ses recherches sur les anaérobies protéolytiques 
de la microflore intestinale du chien, Distaso a décrit une espéce sous 
le nom de Bacillus tenuis spatuliformis [4]. Bien que cette description 
fat trés sommaire, Prévot a classé cette espéce dans le genre Cillobac- 
terium puisqu’elle est asporulée, mobile et Gram-positive, et pour 
rendre son nom conforme a la nomenclature binominale, 1l’a appelée 
Cillobacterium spatuliforme [2]. Il s’agit certainement d’une espéce 
rare puisqu’elle n’avait jamais été retrouvée depuis sa description. 
Ayant réussi 4 en isoler une souche dans le liquide pleural prélevé 4 
Vautopsie d’un cadavre humain (lymphogranulomatose maligne), nous 
en avons fait une étude qui permettra de compléter le peu qu’on en 
savait jusqu’ici. 
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Habitat. — En dehors de Vhabitat intestinal du chien invoqué par 
Distaso, nous pouvons maintenant penser que cette espéce habite 
lintestin humain, car sa présence dans la plévre du cadavre ow elle a 
été isolée s’explique par une infection post-mortem par germe intestinal. 

Morphologie. — Il s’agit d’un gros bAtonnet A extrémités carrées, 
lentement mobile, non sporulé, Gram-positif. Nous avons bien retrouvé 
les terminaisons élargies en spatules décrites par Distaso. L’élément 


Fic. 14. — Appareil nucléaire et ciliature de Cillobacterium spatuliforme. 


isolé mesure de 24 4 w sur 1 w a 1,2 » de large ; les batonnets sont par- 
fois réunis 2 A 2 ou 3 par 3 donnant des filaments de 12 y. Les cils 
trés fins, ondulés, se colorent assez bien par la méthode de Casarés- 
Gil. Il y en a 3 ou 4, attachés par deux aux extrémités (fig. 1). 

En observant des cultures de dix-huit heures, vingt-quatre heures, 
quarante-huit heures, trois jours et plus, nous avons pu mettre en 
évidence la formation des spatules et le cycle nucléaire, de méme 
que la production de corps arrondis et ciliés. Les essais de micropho- 
tographie de ce cycle n’ayant pas donné de bons résultats, nous avons 
dessiné une partie de l’aspect trés polymorphe du bdatonnet. 
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Dans les formes jeunes, l’appareil nucléaire est, le plus souvent, pai 
titué par une huitaine de corpuscules en ligne droite médiane, a 
colorés par la méthode de Piéchaud (fig 9.2 1). Ace stade on ibe 
non seulement 4 a 5 cils longs et fins colorables par la métho Sep 
Casarés-Gil, mais une trés belle capsule. Quand le batonnet se divise, 
vers la dix-huit A vingt-quatriéme heure, lune des deux cellules-filles, 
alors qu’elle est encore unie a autre, s’élargit considérablement 
(fig. 2 : 2) tout en captant la presque totalité des corpuscules nucléaires 
qui sy élargissent (6), donnant des formes en haltére (7); “en anneau 
8), en diabolo (4) ; & un stade plus avancé (trenti¢me a trente-sixieme 
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Fic. 2. — Cycle morphologique de Cillobacterium spaltuliforme. 
Microphotographie électronique de Giuntini. 
Gross. : 1 000 fois. 


heure) la spatule se libére, s’arrondit et s’individualise sous forme 
d’un corps arrondi de 2 4 3 pw de large, qui posséde un ou deux cils 
(4, 5). Dans certaines préparations nous avons vu cet organite bicilié 
(3) se libérer de la capsule qui semble ensuite vidée de son con- 
tenu (9, 10). L’ensemble de ce cycle comporte des formes étranges 
dont la plus fréquente est la forme en pipe (fig. 2, 9). 

Physiologie. — Anaérobie strict trés réducteur : il fait virer le rouge 
neutre, la phénosafranine et la safranine irréversiblement. Il n’a 
aucune thermorésistance (tué & 60°). Il vit plus d’un mois sans repi- 
quage. 

Cultures. — Gazogénes et légérement fétides (odeur de fromage fer- 
menté). Ses colonies en gélose profonde sont irréguliéres, globu- 
leuses, translucides, gazogénes. Il trouble abondamment le bouillon 
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V.F. glucosé en donnant beaucoup de gaz et un fort dépét. La gélatine 
est liquéfiée en vingt-quatre heures. Le lait est rapidement coagulé 
avec forte rétraction du caillot et digestion partielle. La fibrine, le 
sérum coagulé, le blanc d’ceuf coagulé ne sont pas attaqués. Parmi 
les glucides, seuls le glucose et le maltose sont fermentés. 

Biochimie. — Les nitrates ne sont pas réduits en nitrites ; les sul- 
fites ne sont pas réduits en sulfures. Il ne posséde ni uréase, ni cata- 
lase. Il produit SH,, NH,, indole, crésol, éthanol, aldéhydes et amines 
volatiles. L’acidité finale des bouillons glucosés est de pH 5,5. L’acidité 
volatile est constituée d’acide acétique pur ; l’acidité fixe, d’acide lac- 
tique. 

Pouvoir pathogéne. — Les cultures ne sont pas pathogénes pour le 
cobaye ; le liquide surnageant n’est pas toxique pour la souris. Mais 
il est légérement hémolytique pour les hématies de moutons. 
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TECHNIQUE DE DETERMINATION 
DE LA SENSIBILITE DES BACTERIES ANAEROBIES 
AUX ANTIBIOTIQUES PAR LA METHODE DES DISQUES 


par H. BEERENS et J. GUILLAUME 


Unstitut Pasteur de Lille.) 


La méthode de détermination de la sensibilité des bactéries aux 
antibiotiques par dilution en milieu liquide est certainement la plus 
rationnelle. Elle est malheureusement longue et coftiteuse, aussi lui 
préfére-t-on dans la pratique courante celle des diffusions en milieu 
solide. Bien que ces derniéres techniques soient sujettes 4 de multiples 
causes d’erreur, elles sont néanmoins suffisantes pour les besoins de 
la clinique et couramment utilisées pour les bactéries aérobies. 

En ce qui concerne les anaérobies, Chabbert [4] préconise lutili- 
sation des disques de papier filtre imprégnés de solutions antibiotiques 
incorporés dans un milieu gélosé ensemencé, coulé dans le couvercle 
d’une boite de Petri. L’anaérobiose est obtenue en disposant & la sur- 
face du milieu encore liquide le fond de la boite ; on réalise ainsi une 
couche de milieu entre deux parois de verre. 

Dans la technique que nous proposons, les disques antibiotiques sont 
disposés dans la masse d’une gélose profonde V.F. préalablement ense- 
mencée et répartie en tubes. La zone d’inhibition est fonction de la 
sensibilité de la souche ; elle se mesure de part et d’autre du disque 
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Mrurev. — Nous utilisons le milieu suivant : 


Digestion pepsique de viande et de foie (milieu V. F.) 1 000 ml 
Sulfate ferreuxs... 5, sis < custee ssi: ike ah cn See ee 0,50 g 


ajusté & pH 7,4, précipité a l’autoclave, filtré et réparti a raison de 
80 ml] par ballon, stérilisé & 115° pendant vingt minutes. Au moment 
de l’emploi, on fait fondre au bain-marie bouillant et on régénére 
durant vingt minutes; on ajoute 1 ml d’une solution de glucose 
4 16 p. 100, stérilisée par filtration, de maniére & obtenir une concen- 
tration finale de 2 p. 1000. 

Le pH joue un role important. On sait en effet que l’auréomycine 
et la terramycine peu actives aux pH alcalins, le sont beaucoup plus 
aux pH acides. L’action est inverse pour la streptomycine. L’addition 
de glucose aprés autoclavage a pour but d’obvier A une trop forte dimi- 
nution du pH, habituelle au cours de ce dernier. Le sulfate ferreux 
est un agent réducteur minéral qui n’influence pas l’activité anti- 
biotique. 


TecuxiquE. — Le nombre de germes revivifiables ensemencés est de 
premiére importance pour les déterminations de sensibilité par la 
méthode de diffusion en milieu solide. Il est donc recommandé d’ef- 
fectuer au préalable une mesure du pouvoir proliférant de la souche 
étudiée. 

1° Mesure du pouvoir proliférant. — A partir d’une culture jeune en 
milieu liquide ou semi-solide, on fait des dilutions de 10 en 10 (10—! 
4 10-7) en eau salée & 8,5 p. 1000. Chaque dilution est ensemencée A 
raison de 0,5 ml en milieu V. F. glucosé solide réparti 4 raison de 
4,5 ml par tube de 18x0,9 préalablement régénéré et refroidi A 45° C. 
On obtient ainsi des dilutions finales de 10—? & 10—8. L’ensemence- 
ment est homogénéisé 4 l’aide d’une pipette Pasteur fermée. On refroi- 
dit sous un courant d’eau. Aprés incubation 4 37° C pendant le temps 
nécessaire 4 l’apparition des colonies, on repére le tube contenant une 
densité convenable (70 4 100 colonies par cm* de milieu, soit approxi- 
mativement 2 cm de la colonne de gélose). 

Cette premiére mesure n’est pas indispensable cependant ; une cer- 
taine habitude y supplée rapidement. On peut admettre que la den- 
sité optimum est obtenue aux dilutions 10—7 - 10—% pour les bacté- 
ries sporulées ; 10—*° pour les bactéries non sporulées A croissance 
facile ; 10-* - 10—* pour les souches donnant des cultures pauvres. La 
culture initiale est conservée, 4 la température du laboratoire et A 
lVobscurité, dans des conditions d’anaérobiose suffisante. 


2° Test de sensibilité aux antibiotiques. — On réalise les opérations 
successives suivantes °: : 
a) Ensemencement. — Les 80 ml de milieu V. F. régénéré, glucosé 


et refroidi 4 la température de 45° C, sont ensemencés avec une dilu- 
tion de la culture initiale dont la richesse en bactéries a été déter- 
minée. On inocule 2 ml d’une concentration cent fois supérieure A 
celle jugée optimum par la numération. Si la mesure du pouvoir proli- 
férant indique une densité de colonies satisfaisante 4 la dilution de 
10—*, par exemple, on inocule 1 ml d’une dilution 4 10—§. On agite 
avec précaution pour éviter toute oxygénation. 
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b) On répartit le milieu ensemencé dans 5 tubes de 18 x 12-13 4 
raison de 10 ml environ par tube. On refroidit immédiatement sous 
un courant d’eau (fig. 1, 1). 

c) On dispose dans chaque tube, a la surface du culot de milieu 
solidifié, un disque antibiotique [fig. 1, 2] (1). 

d) On dépose sur chacun de ces derniers, 4 ia pipette Pasteur, 
X gouttes de gélose nutritive 4 2,5 p. 100 d’agar préalablement fondue 
au bain-marie bouillant (fig. 1, 3) et refroidie & 80°. Ainsi on fixe le 


| a 3 4 


Fic. 4. — 1, Répartir 10 ml de milieu ensemencé; 2, disposer le disque a la 
surface du culot; 3, recouvrir le disque de gélose nutritive 82,5 p. 100 d’agar 
(X gouttes); 4, répartir 4 nouveau 10 ml de milieu ensemencé. 


disque et on évite la dissolution de l’antibiotique lors de la coulée de la 
seconde fraction de milieu ensemencé. 

e) On répartit le reste du ballon, maintenu a4 45° lors des opéra- 
tions précédentes, par quantités sensiblement égales dans chaque 
tube (fig. 1, 4) ; on refroidit. 

Toutes ces opérations doivent étre réalisées dans le délai le plus 
court possible pour éviter une aération trop forte du milieu et un 
trop long maintien de la culture A la température de 45°. 

f) On incube a 37° : immédiatement dans le cas de bactéries a 
croissance lente ; aprés douze heures de séjour 4a la température du 
laboratoire dans le cas de bactéries A croissance rapide. Certaines 


(1) Nos disques antibiotiques ont été étalonnés avec ceux préparés par 
l'Institut Pasteur de Paris. 
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espéces en effet cultivent en deux ou trois heures avant méme que fa 
diffusion de l’antibiotique ait eu lieu.-La zone d ‘inhibition se trouve 
alors réduite par rapport 4 celle obtenue pour une souche de méme 
sensibilité mais 4 phase de latence plus longue. L’inverse peut d/ail- 
leurs se constater ; dans le cas de souches 4 phase de latence de longue 
durée, ]’‘antibiotique a tout le temps de diffuser avant l’apparition de 
la culture ; la zone d’inhibition est ainsi artificiellement augmenteée. 

g) Dés l’apparition macroscopique des colonies, on mesure la zone 
d’inhibition située de part et d’autre du disque. 


Résuttats. — L’expérience acquise au cours de la détermination de 
la sensibilité de 200~souches sporulées ou non nous a permis les 
constatations suivantes : 

1° Cette méthode ne peut étre utilisée pour un titrage rigoureux 
de la sensibilité. Elle autorise néanmoins l’appréciation d’un ordre 
de grandeur. Nous avons en effet déterminé par des titrages réalisés 
par dilution en milieu liquide en tube scellé sous vide, un étalonnage 
de notre procédé suffisant pour les besoins de la clinique. Les inter- 
prétations suivantes peuvent étre adoptées : 

Pénicilline. — Zone inférieure & 15 mm: souche résistante ; zone 
comprise entre 15 mm et 25 mm : souche a sensibilité douteuse ; zone 
supérieure 4 25 mm : souche sensible. 


Auréomycine. — Zone inférieure 4 20 mm : souche résistante. 

Terramycine. — Zone comprise entre 20 et 30 mm : souche & sensi- 
bilité limite. 

Chloromycétine. — Zone supérieure 4 30 mm : souche sensible. 


Nous avons yolontairement omis la streptomycine. Elle est peu 
active sur les bactéries anaérobies. Nous l’avons vérifié par des titrages 
en eau peptonée 4 1 p. 100 (pH 7,2) en tubes scellés sous vide. Les 
espéces les plus sensibles sont inhibées par des concentrations attei- 
gnant 10 ug/ml. De nombreuses autres ne sont sensibles qu’a 40 pg/ml: 
la plupart tolérent plus de 100 pg/ml._En outre le milieu V.F. est 
partiellement inhibiteur de la streptomycine : ceci diminue encore 
les possibilités de déceler les souches sensibles. Nous signalons toute- 
fois .qu’Actinobacterium liquefaciens (syn. Corynebacterium liquefa- 
ciens) est la seule espéce présentant une zone d’inhibition de 50 mm - 
elle correspond 4 une sensibilité 4 1 yg/ml en milieu V. F. glucosé, 
liquide, en tubes scellés sous vide. 

2° Les Ristella (10 souches) sont les seuls anaérobies que nous ayons 
constamment trouvés résistants 4 la pénicilline. En milieu liquide, en 
tubes scellés sous vide, elles cultivent en présence de 10 U.O. 
par ml Elles sont néanmoins sensibles aux autres antibiotiques. 

Ce fait confirme la gravité, antérieurement constatée, des infections 
ou ces bactéries étaient rencontrées 4 1’état pur lorsque la pénicilline 
était le seul antibiotique utilisable en médecine. Nous en connaissons 
deux cas avec issue fatale : une septicémie et une infection généralisée 
avec métastases multiples. Lorsque les Ristella sont associées A d’autres 
germes de la flore de Veillon, le probleme change d’aspect. Les phéno- 
ménes de symbiose ou de saprophytisme fréquemment observés en 
anaérobiose interviennent. Une bactérie résistante A un antibiotique 
ne subsiste pas aprés traitement par cet antibiotique si elle est asso- 
ciée 4 d’autres bactéries sensiblés 4 ce dernier. 
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3° Nous avons constaté que les bactéries anaérobies, sporulées ou 
non, demeurent dans l’ensemble sensibles aux antibiotiques. L’évolu- 
tion vers la résistance, bien connue pour les germes aérobies, ne semble 
donc pas: se manifester actuellement pour les anaérobies. Le pouvoir 
(adaptation enzymatique est peut-étre moins étendu chez eux que 
chez les premiers. 
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SUR UN VIRUS D’ORIGINE MENINGITIQUE, 
APPARENTE AU VIRUS D’'ARMSTRONG, MAIS ANORMAL 
PAR SA RESISTANCE, SES DIMENSIONS 
ET SA REPARTITION DANS L’ORGANISME 


par P. SEDALLIAN, A. BERTOYE, P. DETOLLE, G. LIMET-PILOZ 
et J.-P. GARIN. 


Unstitut Pasteur de Lyon.) 


Nous désirons rapporter les caractéristiques d’une souche de chorio- 
méningite en raison des quelques particularités concernant son ori- 
gine, sa virulence, et, dans la mesure ot: nous avons pu |’étudier, son 
absence d’immunité croisée avec le virus d’Armstrong. 

Ce virus a été isolé & six reprises différentes chez le méme malade 
atteint d’une méningite lymphocytaire curable, banale en soi, et dont 
la courbe fébrile a présenté deux poussées, lune 4 39° du 31 octobre 
au 6 novembre 1953, l’autre 4 38° du 6 novembre au 14 novembre 1953. 

La guérison liquidienne était pratiquement confirmée le 23 novembre 
avec, cependant, persistance d’hyperalbuminorachie isolée 4 1 g, tombée 
a 0,60 g le 20 décembre. 

Les souches du virus, identiques par leurs caractéres, ont été isolées 
chez le cobaye par voie péritonéale le 9 novembre a partir du L. C.-R., 
le 18 novembre a partir du L. C.-R., le 21 décembre a partir du sang 
et A partir du L. C.-R., le 31 janvier 1954 4 partir du sang et a partir 
des matiéres fécales du sujet, alors complétement et depuis longtemps 
guéri de son état méningé. 

A partir de leur isolement, toutes ces souches ont subi des passages 
en série sans que leur virulence se modifie. 

Ainsi le malade a eu un L.C.-R. infectant non seulement 4 la 
phase aigué, mais trente-cing jours aprés la guérison clinique et 
liquidienne, soit cinquante et un jours aprés le début de la maladie. 
Les recherches n’ont pas été poursuivies au-dela pour le L. C.-R. 

Quant au sang du malade, il a été reconnu infectant non seulement 
trente-cing jours aprés la guérison, mais encore soixante-quinze jours 
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aprés, quoiqu’&A ce moment la virulence ait été nettement atténuée, 
puisque l’injection & trois cobayes n’a provoqué la fiévre et la mort 
que chez l’un d’entre eux, de la fiévre pendant trois jours, sans mort 
de l’animal, chez un autre, et que le troisitme est resté indemne. 
Mais & ce moment le virus s’éliminait par les matiéres fécales. Il n'y 
avait pas été recherché antérieurement. 

Le malade ayant été le point de départ de ces recherches n’a présenté 
dans son sang, A plusieurs reprises, aucune réaction sérologique vis-a- 
vis des bactéries diverses ni des virus suivants : chorioméningite, orni- 
those-psittacose (antigénes Lederle), ni non plus a l’égard des lepto- 
spires, de Rickettsia burneti ou des toxoplasmes. Ses hémocultures ont 
été constamment négatives. 

Chez le cobaye, l’inoculation de ce virus par voies sous-cutanée, 
intramusculaire et, de préférence, intrapéritonéale, provoque quarante- 
huit heures aprés l’inoculation, de la fiévre, en moyenne 40°. Cette 
température se maintient en plateau pendant trois 4 cing jours, puis 
ianimal subit une défervescence qui précéde la mort de vingt-quatre 
i quarante-huit heures, celle-ci étant constante et survenant dans des 
délais s’échelonnant entre sept A douze jours, en général huit jours. 
L’animal ne présente pas d’autre sympt6me qu’un amaigrissement 
considérable dans les jours qui précédent la mort. Ses hémocultures 
restent négatives et l’'autopsie ne montre pas d’autres lésions macro- 
scopiques qu’une hypertrophie splénique, d’ailleurs légére, et une 
fois seulement, des hémorragies sur le péritoine pariétal lombaire. 
L’étude histologique des tissus des animaux est en cours, ainsi que 
celle des corpuscules élémentaires sur coupes et frottis. 

Dans 11 cas sur 79 animaux examinés, soit 15 p. 100, les animaux 
ont fait une infection de sortie soit 4 pneumocoques, soit A Klebsiella 
pneumoniae avec chaque fois, dans ces cas-la, des nodules broncho- 
pneumoniques ou pulmonaires, la mort survenant alors dans les 
quatre jours suivant l’inoculation. 

Le virus se rencontre dans tous les organes du cobaye, il est présent 
dans le sang le troisiéme jour aprés l’inoculation. Le sérum du cobaye, 
au moment de la crise thermique, est virulent 4’ la dilution de 10—® 
et quelquefois, mais trés irrégulitrement, de 10—8. A des dilutions de 
cet ordre l’animal ne présente souvent qu’une maladie thermique 
n’aboutissant pas A la mort, ou dont l’échéance mortelle est retardée 
au-dela du douziéme jour. 

Sur la souris, moins sensible que le cobaye, car une proportion 
importante d’animaux survivent, l’inoculation intracranienne, moins 
souvent l’inoculation intrapéritonéale ou sous-cutanée, provoquent le 
tableau de l’encéphalite conforme & celui que l’on obtient avec le virus 
d’Armstrong. La souris se met en boule le cinquiéme ou sixiéme jour, 
les crises typiques apparaissent au bout du sixiéme jour, mais il faut 
les provoquer en agitant l’animal. La crise se termine dans 50 p. 100 
des cas par la mort de l’animal ou bien se reproduit. L’animal meurt 
avec le dos cassé, comme il est classique. 

L’inoculation au lapin par voies intrapéritonéale, intracranienne et 
intra-oculaire ne provoque pas de manifestations morbides apparentes, 
mais le sang devient virulent le cinquiéme jour et jusqu’au quarante- 
cinquiéme jour aprés l’inoculation. On a constaté l’existence d’un 
pouvoir neutralisant dans le sérum au-dela de ces délais. 
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Le hamster et le mérion ne sont pas sensibles, nous n’avons pas 
recherché l’infection inapparente chez eux. 

L’inoculation chorio-allantoide provoque la mort de l’embryon mais 
sans qu’il soit noté de modifications macroscopiques de la membrane 
qui est virulente, 


Ce virus est trés résistant. Il résiste aux antibiotiques suivants 
auréomycine, terramycine, chloramphénicol, streptomycine et péni- 
cilline. 

Il résiste au vieillissement et nous avons constaté la virulence de 
sérums de cobayes conservés plus de huit jours 4 la température du 
laboratoire, sans précautions particuliéres. 

Il résiste 4 la chaleur : plus de deux heures 4 50°, plus de quatre 
heures 4 45°, plus de six heures A 37°. I] est tué en cinq minutes a 
80° et en une heure par une exposition aux rayons ultra-violets. 

Nous n’avons pas pu le neutraliser avec d’autres sérums que celui 
de lapins ayant fait une infection inapparente. Nous n’avons pas pu 
le neutraliser en particulier avec un sérum qui nous a été procuré 
par M. Mollaret et qui provenait d’une chorioméningite authentique. 

Avec deux sérums provenant de sujets ayant une réaction de dévia- 
tion du complément positive avec l’antigéne chorioméningitique et 
chez lesquels nous avons isolé deux virus paraissant beaucoup plus 
proches du virus d’Armstrong, il n’y a pas eu de neutralisation du 
virus. 

Le sérum du malade, qui ¢lait virulent d’ailleurs, n’a pas neutralisé 
le virus en question. 

Ce virus donne des manifestations semblables 4 celui d’Armstrong, 
mais se distingue de celui-ci par la négativité de la déviation du com- 
plément (& l’aide de l’antigéne chorioméningitique) du sérum du 
malade, par sa résistance au vieillissement et a la chaleur. Il pour- 
rait s’apparenter peut-étre au virus décrit par Pellissier et Luma- 
ret [4], isolé dans un ictére, et dont les déterminations pathologiques 
sont voisines. Cependant, étant donné la source du virus que nous 
étudions ici, il parait plus normal d’en faire une variété de virus cho- 
rioméningitique. 
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LA COLORATION SANS HYDROLYSE 
DU NOYAU DES BACTERIES 


par M. PiECHAUD. 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie générale [D* Dumas].) 


Les techniques de coloration les plus courantes & l’heure actuelle 
pour mettre en évidence les corps nucléaires des bactéries sont dérivées 
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de la méthode de Feulgen, et comportent par conséquent une hydro- 
lyse acide. Ce traitement chimique peut empécher toute autre étude, 
celle des inclusions par exemple, sur la méme bactérie. B. Dela- 
porte [4] a cependant attiré l’attention sur la nécessité de ces études 
pour mieux comprendre la structure de la substance nucléaire et 
Vinfluence que peuvent avoir les autres organites présents dans la 
cellule sur sa forme. La coloration directe des corps nucléaires, sans 
hydrolyse apres fixation, en dehors de son intérét propre de colora- 
tion sans traitement chimique, donne cette latitude. Nous avons mon- 
tré que la chromatine nucléaire des bactéries [2, 3], comme celle des 
prtoozoaires et des métazoaires, peut se colorer en pourpre par un 


Fic. 1. — B. cereus, culture gélose 15 heures : procédé I. Giemsa-éosine. 


procédé issu de la méthode de Romanowsky, avec un éosinate de dérivé 
d’oxydation du bleu de méthyléne (azur ou violet). Cette coloration 
peut étre, par son caractére général, considérée comme véritablement 
spécifique. L’habitude a été prise de se servir du colorant de Giemsa 
utilisé par les hématologistes et les parasitologistes. En cytologie 
bactérienne ce colorant, par suite des caractéres particuliers du cyto- 
plasme et de la membrane des bactéries, ne permet pas la plupart 
du temps de mettre en évidence de structure interne. Il ne faut pas 
oublier qu’il a été composé pour les cellules sanguines. Si l’on revient 
au principe de la coloration de la chromatine par un éosinate d’azur 
ou de violet de méthyléne, coloration qui ne se produit qu’en pré- 
sence de bleu de méthyléne libre, on s’apercoit que la chromatine 
bactérienne se colore avec un excés trés faible de bleu de méthyléne 
libre, tandis que la chromatine des leucocytes sanguins ne se colore 
pas en pourpre dans les mémes conditions. Pour obtenir cette colo- 
ration de la chromatine des leucocytes il faut un excés relativement 


SOCIETE FRANCAISE DE MIGROBIOLOGIE 789 


bien plus grand de bleu, condition dans laquelle les bactéries colorées 
en violet ne montrent plus, en général, de structure interne. C’est ce 
qui explique que le Giemsa, composé avec un excés important de bleu 
a cdté de l’éosinate d’azur, ne convient pas 4 l’étude des bactéries. 

De ce principe, coloration par un éosinate d’azur en présence d’un 
excés de bleu de méthyléne adapté aux bactéries, diverses modalités 
d’application sont possibles. Des différences qui paraissent tenir au 
cytoplasme, en particulier 4 sa plus ou moins grande basophilie, 
peuvent nécessiter des variations légéres de l’excés de bleu de méthy- 
lene, différences suivant l’espéce, la souche ou méme l’Age de la cul- 


Mgt 


Fie. 2, — Esch. coli, culture gélose 1 h.15: procédé Ill, azur ll-éosine, sol. aq. 


ture, mais aussi selon la nature de la fixation qui intervient indirecte- 
ment en -modifiant cette basophilie cytoplasmique. On ne peut donc 
adopter un taux de bleu de méthyléne libre convenant a tous les cas. 

La fixation peut étre faite 4 1’état humide aux vapeurs d’acide 
osmique simplement, ou suivie d’une fixation a l’alcool éthylique, a 
l’alcool méthylique, a l’alcool 4 brdler, au sublimé alcoolique de Schau- 
dinn (a condition d’éliminer le sublimé & l’alcool iodé), tous fixateurs 
qui ne modifient pas profondément le pH, modification a laquelle la 
coloration est trés sensible. C’est pourquoi aussi les lames ou lamelles 
servant 4 faire les préparations doivent étre trés propres (séjour dans 
V’acide chlorhydrique dilué, ringage a leau et conservation dans 
l’alcool d’owt elles sont retirées et essuyées au moment de l’emploi). 
Les préparations peuvent étre faites par apposition de fragments de 
gélose, par frottis de fragments de gélose, par étalement de suspen- 
sions ou de cultures en milieu liquide, en évitant les accumulations 
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de germes. La préparation séchée aprés fixation est immergée quelques 
secondes dans un récipient contenant de l’eau du robinet. 

Les colorants : 

1° Le Giemsa lui-méme peut étre utilisé. Il contient trop de bleu 
de méthyléne libre ; le bleu sera diminué en le transformant partiel- 
lement en éosinate par adjonction d’éosine a l’eau de dilution. 

2° Ou bien A un éosinate dissous dans de l’alcool méthylique gly- 
cériné on ajoutera, au moment de la dilution, l’excés nécessaire de 
bleu de méthyléne. 

3° Ou bien encore revenant & la méthode initiale de Romanowsky, 
on mélangera une solution aqueuse d’azur ou de violet de méthyléne 
A une solution aqueuse d’éosine dans une proportion qui ménage le 
léger excés de bleu nécessaire. 

Par suite de l’influence des divers facteurs que nous avons signalés 
sur Ja coloration, il faut pour essayer la technique, s’en tenir aux 
mémes conditions de fixation, de lavage, de concentration du colorant, 
de nature de l’eau de dilution, de fagon que seul puisse varier ]’excés 
de bleu de méthyléne. Il vaut mieux colorer les lames face en dessous 
dans le bain. Nous nous servons a cet effet de boites de Laveran, dans 
lesquelles on verse 20 ml de colorant. Nous donnons ici des indica- 
tions pour ce volume, qui peuvent étre adaptées 4 d’autres conditions. 

Techniques : 

1° Coloration au Giemsa. — On prépare une solution d’éosine a 
0,5 p. 100 dans l’eau distillée. On prend deux tubes 4 essai. Dans l’un 
on met un certain nombre de gouttes d’éosine, puis 20 ml d’eau du 
robinet (pH 7,4-7,6 dans notre laboratoire). Dans l’autre, pendant 
que la préparation séjourne dans l’eau du _ robinet, on compte 
XL gouttes de Giemsa. On verse le contenu du premier tube dans 
le second, on incline deux fois pour mélanger, on verse le tout dans 
la boite de Laveran et on y place la lame face en-dessous. Au bout de 
trois & dix minutes la lame est retirée, lavée A l’eau du robinet ct 
séchée rapidement. 

Nous ne pouvons donner que des indications approximatives sur 
le nombre de gouttes de solution d’éosine, variable surtout selon la 
marque du Giemsa. Nous avons essayé un Giemsa R. A. L. des Etablis- 
sements Kuhlmann courant en France, un Giemsa américain de la 
National Anilin Division, un Giemsa Geigy suisse. Les deux premiers 
étaient assez semblables et le nombre de gouttes d’éosine nécessaire 
était de l’ordre de X (l’éosine était de marque R. A. L. 225 pour histo- 
logie). Par contre avec le Giemsa Geigy il en fallait beaucoup moins, 
entre I et II gouttes, de sorte que dans ce cas, pour plus de commodité, 
il valait mieux diluer la solution d’éosine au dixiéme et en mettre 
alors X gouttes pour un premier essai. Dans ces conditions trois cas 
peuvent se produire. Ou bien les corps nucléaires sont bien colorés 
dans un cytoplasme bleu ou violet : la quantité d’éosine est correcte ; 
on pourra au besoin, en augmentant légérement cette quantité, avoir 
un cytoplasme plus clair, en la diminuant l’avoir plus foncé. Ou bien 
le cytoplasme est seul coloré en bleu pale, ou méme presque invisible, 
sans corps nucléaires : il faut diminuer la quantité d’éosine. Ou bien 
tout le corps cellulaire est violet sans structure interne visible : il 
faut augmenter la quantité d’éosine, car il y a trop de bleu libre. 
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Cependant un titrage en tubes peut éviter au besoin trop de tdton- 
nements. 


Le plus simple est de le faire dans les conditions d’utilisation. 

D’une série de dilutions (I, IJ, V, VII, X, XIII, XV, XVIII et XX gouttes 
déosine a 0,5 p. 100 dans 20 ml d’eau du robinet) on répartit 1 ml dans 
9 tubes de Kahn. Puis dans chaque tube on ajoute II gouttes de Giemsa. 
On agite soigneusement chaque tube, puis on laisse précipiter, en agitant 
a plusieurs reprises, et on examine la teinte du liquide surnageant au 
bout de quelques heures ou mieux le lendemain. Les premiers tubes 
montrent un surnageant bleu, les derniers un surnageant rose vineux. 
Ceci se verra mieux en inclinant les tubes sur un fond blanc. Le premier 
tube ot la teinte vire au rose est celui du mélange ow la saturation du 
bleu libre est compléte, par exemple mélange fait avec XIII gouttes 
d’éosine pour 20 ml d’eau. On prendra done comme base pour un premier 
essai la dilution du tube précédent; X gouttes d’éosine pour 20 ml 
d’eau (1). 


2° Coloration avec un éosinate d’azur ou de violet de méthyléne, — 
Nous en avons décrit précédemment la technique [2, 3]. 


L’éosinate peut étre fait avec un azur ou un violet de méthyléne 
a Vammoniaque selon Tribondeau [4] ou un azur I ou JI commercial. 
Pour préparer léosinate, on fait une solution de l’azur ou du _ violet 
a 1 p. 100 et une solution d’éosine A 2 p. 1000 dans l’eau distillée (neutra- 
lisée de préférence). Un titrage en tubes permet de trouver les propor- 
tions optimum des solutions pour obtenir le précipité: on répartit 0,1 ml 
de Ja solution d’azur ou de violet dans 14 tubes de Kahn, puis 0,2 ml de 
Ja solution d’éosine dans le premier tube, 0,3 ml dans le second, et ainsi de 
suite 0,4-0,5 jusqu’é 1,5 ml. On mélange soigneusement et on examine au 
bout de quelques heures a la lumiére du jour la teinte du liquide surnageant 
au-dessus du précipité. Il est bleu foncé dans les premiers tubes, rose 
vineux dans les derniers. Choisir les proportions du dernier tube bleu clair, 
par exemple 0,1 ml d’azur ou de violet pour 0,7 déosine. Le mélange des 
deux solutions est fait dans ces proportions, par exemple 10 ml pour 70 ml, 
et bien agité. Le lendemain on décante le précipité, on le lave deux ou trois 
fois par centrifugation avec de l’eau distillée neutralisée et on le redissout 
dans un volume d’alcool méthylique glycériné A 20 p. 100 égal a trois fois 
celui de la solution d’azur ou de violet qui a servi 4 le préparer (30 ml 
dans Vexemple choisi). On laisse dissoudre jusqu’au lendemain en agitant 
4 plusieurs reprises. 


Pour effectuer la coloration, on prend deux tubes a4 essai. Dans l’un 
on met IV gouttes d’une solution a 1 p. 100 dans l’alcool éthylique 
absolu de bleu de méthyléne médicinal, puis 20 ml d’eau du robinet. 
Dans l’autre, pendant que la préparation fixée et séchée séjourne dans 
de l’eau du robinet, on compte XXXV gouttes d’éosinate. On verse 
le contenu du premier tube dans le second, on incline deux fois pour 
assurer le mélange et on verse la solution dans une boite de Laveran 
ou la lame est placée face en dessous pendant trois 4 dix minutes, 
puis rincée 4 l’eau du robinet et séchée rapidement, On peut étre 
amené 3 faire varier la quantité de bleu de méthyléne. En effet, ou bien 


(1) Les gouttes sont comptées a la pipette Pasteur. XL goultes de 
Giemsa = 0,5 ml; XX gouttes d’éosine = 0,6 ml. 
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les bactéries sont violettes sams ou presque, de structure interne 
visible : il faut diminuer la quantité de bleu de méthyléne. Ou bien 
les corps nucléaires sont colorés en pourpre et le cytoplasme en bleu 
plus ou moins foncé : la coloration est correcte, et une légére varia- 
tion de la quantité de bleu permettra au besoin d’avoir un cytoplasme 
plus clair ou plus foncé. Ou bien le cytoplasme bleu pale est seul 
visible, avec souvent les emplacements nucléaires marqués par des 
espaces plus clairs : il faut augmenter la quantité de bleu de méthy- 
léne. Une fois cette quantité de bleu déterminée, de légéres varia- 
tions pourront étre nécessaires avec certaines bactéries ou a certains 
ages de culture ou enfin pour mieux étudier dans une population 
microbienne certaines formes tranchant sur l’ensemble par la_ baso- 
philie de leur cytoplasme. 

3° Coloration avec un mélange extemporané d’azur et d’éosine en 
solution aqueuse. — Ce procédé ressemble 4 la méthode de Laveran 
dérivée directement de la méthode de Romanowsky, mais les propor- 
tions sont trés différentes et mémagent seulement un trés faible excés 
de bleu. Tronnier [5] proposant cette technique et utilisant un azur I, 
un blen de méthyléne et une éosine Bayer-Leverkusen, donne des 
concentrations trés précises des solutions. Ces chiffres ne conviennent 
pas pour des colorants d’autres marques qui peuvent nécessiter des 
proportions trés différentes. On peut d’ailleurs utiliser d’autres colo- 
rants, azur I seul ou avee bleu de métyléne, azur II, ou bleu Borrel. 
C’est pourquoi on est amené 4 faire encore un titrage en tubes. On 
prépare du colorant basique choisi, une solution 4 1 p. 100 dans l’eau 
distillée et une solution d’éosine 4 2 p. 100. On titre en tube comme 
pour la préparation d‘une éosinate (voir technique précédente). On 
choisit les proportions du-dernier tube dont le surnageant est franche- 
ment bleu clair (le suivant étant rose vineux ou lilas). Cette proportion 
servira de base pour un premier essai. 

Coloration : dams un tube & essai on met 0,5 ml de la solution du 
colorant basique et on compléte A 10 ml avec de l’eau du robinet. 
Dans un autre tube on met un volume de solution d’éosine dans le 
rapport déterminé (par exemple s‘il était de 0,1 ml du colorant basique 
pour 1 ml d’éosine on mettra 5 ml d’éosine) et on compléte 4 10 ml 
avec de l’eau du robinet. On verse le contenu du deuxiéme tube dans 
le premier, on incline deux fois pour assurer le mélange et on verse 
dans une boite de Laveran. Suivant le résultat obtenu, de la méme 
maniére que précédemment on pourra étre amené a diminuer légé- 
rement la quantité d*6osine si les corps nucléaires ne sont pas ou 
incomplétement colorés, ou & l’augmenter légérement si les bactéries 
sont violettes sans structure interne visible. 

Ce rapport des deux colorants ayant été déterminé, on peut, si on 
préfére, modifier les concentrations des colorants pour les utiliser 
chacun sous un volume de 10 ml. 

Un tel mélange précipite trés rapidement, du fait probablement du 
faible excés de bleu et de l’absence d’alcool et de glycérine. Pour 
pallier cet inconvénient, nous ajoutons dans le tube de colorant 
basique I goutte d'une solution visqueuse de gomme arabique (ou 
méme de colle de bureau A la gomme arabique) qui a l’effet général 
des colloides sur la précipitation. Elle la retarde sans géner la colo- 
ration et permet dutiliser un bain pour plusieurs colorations. 
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En résumé, en proposant trois techniques de colorations directes, 
l'une sur le modéle de la méthode de Romanowsky, 1’autre utilisant un 
Gosinate en solution alcoolique, la troisitme utilisant un Giemsa 
modifié, nous espérons avoir montré que la coloration directe des corps 
nucléaires des bactéries est aussi simple que celle des noyaux des 
leucocytes ou des protozoaires, une fois acquise la notion que la 
technique, avec ces colorants neutres, doit ¢tre adaptée au cas parti- 
culier des bactéries. 

On peut fort bien imaginer qu’un jour un fabricant livrera un 
colorant convenant aux bactéries comme le Giemsa convient au sang. 
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UN NOUVEAU MILIEU DE CULTURE POUR LE DOSAGE 
MICROBIOLOGIQUE DU TRYPTOPHANE 


par Sranimrr SIBALIC et Napa RADEJ. 


(Institut d’Hygiéne. Service de Chimie biologique, Belgrade.) 


Pour le dosage microbiologique des acides aminés, il est indispen- 
sable d’utiliser un milieu de culture renfermant tous les facteurs de 
croissance “nécessaires 4 la prolifération d’un microorganisme : vita- 
mines, hydrates de carbone, sels minéraux et acides aminés, excepté 
celui que l’on désire déterminer. 

Nous avons remplacé, dans un tel milieu de culture, les vitamines 
rares et coditeuses et les bases puriques, par un extrait provenant de 
levures de boulangerie. Notre extrait fut obtenu suivant la méthode 
indiquée dans les Vitamin Methods [4]. 

Pour doser le tryptophane, nous avons employé la méthode de 
Lyman [2], en remplagant les vitamines et les bases puriques par 
notre extrait de levures, exempt de l’acide aminé a doser. Le nouveau 
milieu de culture fut préparé de la facon suivante. 

Dans 400 ml d’eau distillée, on dissout: 5 g de peptone (traitée 
par H,O,), 60 ml d’extrait de levures, 0,1 g de l-cystine, 0,1 g de l-tyro- 
sine, 0,1 g de dl-méthionine, 0,5 g de K,HPO,, 0,5 g de KH,PO,, 0,2 g 
de MgSO,.7 H,O, 0,01 g de NaCl, 0,01 g de MnSO,.4H,0, 0,01 g de 
FeSO,.7 H,O, 20 g de glucose et 16,6 g de CH,COONa.3 H,O. On ajuste 
le pH & 6,8 et on complete le volume 4 500 ml avec de J’eau distillée. 

L’addition de notre extrait de levures permet donc de remplacer 
13 facteurs de croissance variés nécessaires & la prolifération de Lacto- 
bacillus arabinosus. 
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PARTIE EXPERIMENTALE. — A. Préparation de UVesxtrait de levures. — 
200 g de levures fraiches de boulangerie sont délayées dans 500 ml 
d’eau distillée [4]. Le pH du milieu est ajusté a 4,5 a aide de 
SO,H, & 10 p. 100. Le mélange, porté 4 l’autoclave, est maintenu 
environ deux heures dans la vapeur d’eau de l’autoclave ouvert, puis 
vingt minutes 4 121°. Aprés refroidissement, on sépare le liquide du 
résidu par centrifugation (2000 tours/min.). Dans le surnageant, on 
détermine le taux de protéines selon la méthode de Kjeldahl. Ce taux 
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Fic. 14. — Courbe témoin (milieu de culture de Lyman) : titrimétrie. 
Fic. 2. — Courbe témoin (nouveau milieu de culture) : titrimétrie. 


s’éléve 4 1 p. 100 environ. Afin d’éliminer le tryptophane de cet 
extrait, on ajoute par gramme de protéines, 16 ml de sulfate mer- 
curique 4 15 p. 100 en solution dans |’acide sulfurique 7 N. Le mélange 
ainsi obtenu est laissé une nuit & 4°. Puis, aprés centrifugation, 
l’excés de mercure dans le surnageant est éliminé a l’aide du SH.,. 
Le sulfite de mercure formé est ensuite séparé par centrifugation. 
L’acide sulfurique du surnageant est neutralisé avec le Ca (OH), solide 
en ramenant le pH a 4,5. Le précipité formé est séparé par centri- 
fugation et le pH réajusté 4 6,5 a l’aide de la soude N/10. Le SH, res- 
tant est éliminé par un courant d’air. Le liquide ainsi préparé 
(500 ml), mis dans un flacon de verre coloré, est additionné de toluéne 
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et se garde a la glaciére (4°). Cet extrait est utilisable pendant deux 
semaines. 

B. Dosage du tryptophane 4 l’aide de LactosactLLus ARABINOSUS 17-5 (1). 
1° Préparation des hydrolysats. — Dans un tube en pyrex, on introduit 
0,5 g d’échantillon dont le taux en azote total est connu et on ajoute 
10 ml d’une solution de soude 5 N. Bouché avec du coton, le tube est 
mis dans l’autoclave et laissé dix heures 4 121° [3]. Aprés l’hydrolyse, 
le contenu du tube est transféré dans une ampoule & décanter. On 
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Fig. 3. — Courbe témoin (nouveau milieu de culture) turbidité. 


traite deux fois le liquide décanté avec une solution éther-toluéne [4]. 
Le pH de la solution aqueuse est amené a 6,8 avec une solution de 
soude, le volume est complété 4 100 ml, puis on filtre. 

2° Courbes témoin. — Dans des tubes (180 x 20 mm) on introduit 
(en ayant soin de préparer des doubles) 5 ml de milieu de culture pré- 
paré comme nous l’avons indiqué plus haut et, parallélement, le milieu 
de culture préparé selon Lyman. Les quantités de l-tryptophane utilisées 
pour obtenir la courbe témoin varient de 2 4 10 pg. Le volume des 
tubes est complété 4 10 ml avec de l’eau distillée. On stérilise quinze 
minutes 4 121°. 

3° Ensemencement et détermination du taux de tryptophane. — 


(1) Lactobacillus arabinosus fut entretenu selon la méthode de Sheffner 
et coll. [5}. 
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Aprés stérilisation le milieu de culture est ensemencé avec une goutte 
de suspension de Lactobacillus arabinosus selon le procédé de Shefiner 
et ses coll. [5], puis laissé soixante-douze heures 4 37°. Les tubes sont 
ensuite maintenus dix minutes dans l’autoclave ouvert pour arréter 
la prolifération bactérienne. On détermine le taux d’acide lactique 
formé A l’aide d’une solution de soude N/10 par électitrimétrie. On peut 
encore, dix-huit A vingt-quatre heures plus tard, mesurer la _ turbi- 
dité & l'aide du spectrophotométre de Beckman sur une Jongueur d’onde 
de 660 mu. 


RésuLTats. — Nous avons dosé le tryptophane dans les hydrolysats 
de caséine, de mais et de haricot, en utilisant notre milieu de culture 
et celui de Lyman. Les résultats obtenus dans les deux cas concordent 
parfaitement et représentent la moyenne des résultats obtenus avec des 
dilutions différentes. 


TasBirav I. 
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ConcLusions. — Nous avons proposé un nouveau milieu de culture 
pour le dosage microbiologique du tryptophane dans les protéines. 

Les valeurs obtenues pour le tryptophane dans les hydrolysats de 
caséine, mais et haricot, avec le nouveau milieu de culture, corroborent 
bien celles obtenues avec le milieu de culture de Lyman. 
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la souris inoculée de virus grippal. 

Ficg (A.). — Voir Gavosrto (F.). 

Frxe (J.), Grovutape (J.) et Eyguem (A.). — Etude par microélectro- 
phorése sur papier du sérum de Vipera aspis et Vipera 
ursini. 

— Voir GRIEBINE (A). 

Friorent (A.). — Voir TxHouvenor (H.). 

Fouace (J.). — Voir Want (R.). 

Fourier (E.). — Voir Desporopes (J.). 

— Faucon (R.), Mirrrep (L.) et Scuvemer (R.). — Isolement de 
Salmonella Montevideo pour la premiére fois au Viet-Nam. 
Gatiut (J.). — Contribution 4 l’étude de la toxine cholérique : 


variation du pouvoir toxique de V. cholerae (Ogawa) au 
cours de la maladie. 7 
Gary (J.-P.). — Voir Sépauuran (P.). 
Gavosto (F.) et Ficg (A.). — Etude auto-radiographique sur la loca- 
'  jisation cellulaire du virus de la mosaique du tabac, uti- 
lisé comme antigéne . 
— Etude auto-radiographique de enconpecatiad ae la oy 
cine-1-**C, lors de la synthése des anticorps. 

Grorrroy (M.). — Voir Gumzaumie (M.). 

Gruntisr (J.) et Eptincer (E.). — Obtention de coupes trés minces 
pour la microscopie électronique par une méthode utili- 
sant la dilatation thermique. 

— Voir Prévor (A.-R.). 

GuapILIve (C.). — Voir Toumanorr (C.). 

GorbEerF (A.). — Voir Vermetn (C.). 

Grsepine (A.), Exquem (A.) et Fine (J.). — Utilisation d’hémagglu- 
tinines pour Jlidentification de l’origine spécifique des 
hématies ingérées par les moustiques hématophages. 

GrovuLabE (J.). — Voir Five (J.). 


Gueix (A.). — La contamination des poissons et le probléme des 
eaux polluées. . : 

GUILLAUME (J.). — Voir Reston dH). 

Gumiaumie (M.), Krecurr (A.) et Gerorrroy (M.). — Nouvelles 
recherches sur ]’évaluation de l’activité anti-histolyticum et 
anti-septicum de divers sérums. . . . 


382 


561 


320 


425 


671 


303 
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GuILLAUMIE (M.), Krecuer (A.) et Grorrroy (M.). — Activité anti- 
toxique du sérum des animaux ayant recu pendant 
quelques mois des injections de toxine septicum ou 
d’anatoxine histolyticum, puis des injections simultanées 
de toxine septicum et d’anatoxine histolyticum. 

—  — — Anomalies observées au cours du titrage des sérums 
anti-cedematiens. j 

—— — Pouvoir neutralisant Ae sérums selene onch rons 
liens, anti-seplicum et anti-histolyticum. 

GUYOTJEANNIN (C.). — Voir LuTeraan (Ph.-J.). 

Happap (N.). — Voir Vermetn (C). 

HAMELin (A.). — Voir Vatsman (A.). 

Haroun (B.). — Voir Cornier (G.). 

Haupuroy (P.). — Mécanisme de formation des formes filtrables 
et invisibles. et CALE thee TERRES 9 att he ee pion | 

— et Rosser (W.). — Nouvelles observations sur le diagnostic 
bactériologique de la nature des « bécégites » . Me = 

Huer (M.) et Cavore (F. pg). — Technique d’isolement des anaé- 
robies uréolytiques. Description d’une espéce nouvelle 
isolée par cette méthode . 3 ee 

Jacos (F.). — Biosynthése induite et — a’ ati dade pyo- 
cine antibiotique de Pseudomonas pyocyanea. 

JAcopetui (G.). — Voir VitLEcourrt (P.). 

Jacoror (H.) et VauiEr (A.). — Sur la transmission expérimen- 
tale de la brucellose au rat blanc. a> linet ie. 

— — Essai de traitement par quelques antibiotiques de la 
brucellose expérimentale du rat blanc. ; 

— — Remarquable affinité pour ioe d’une souche de 
Br. abortus. ; 

— — et Virart (B.). — Si un cas ie ding tomeesle ‘Nee ie tenets. 


— — — De quelques voies d’inoculation du virus du myxome 
infectieux. 


— Levaniri (J.), wecthée (A.) at iat (B). — Un cas de géné- 
ralisation du fibrome infectieux de Shope. eas 

Jeziersxi (A.). — Voir Barsxi (G.). 

Joyeux (Y.). — Voir Nicoze (J.). 

Kapuan (A. S.). — Voir Lworr (A.). 


Kreeuer (A.). — Voir GuittAumiE (M.). 
Lasupie (P. bE). — Voir C#Hamson (L.). 
Lamy (L.) et Lamy (H.). — Données actuelles sur le parasitisime 


intestinal et sanguin des différentes populations africaines 
a Brazzaville. 2 en ee: 
LAveRGNE (D.). — Signification et iplanersanon de la numéra- 
tion sur plaques des germes telluriques . 
Lesrun (J.). — Voir Drtaunay (A.). 


80t 


241 


149 


29 
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Lerrou (G.) et Marricnotes (J.). — Contribution a l’étude des pro- 
priétés du venin d’un vipéridé africain, Echis carinatus. 

Le Minor (S.), Le Minor (L.), Nicouxe (P.) et Burrimaux (R.). — 
Etudes sur les E. coli isolés au cours des gastro-entérites 
infantiles. Propriétés biochimiques et antigéniques. 

Lépine (P.) et Ruycx (R. pr). — Mise en évidence du pouvoir 
hémagglutinant du virus choriotrope. 

LépinE (P.). — Voir Barsxi (G.). 


Levapitr (J). — Voir Jacoror (H.). 

Limet-Pixoz (G.). — Voir Sépatuian (P.). 

Linz (R.). — La multiplication de M. tuberculosis en présence de 
streptomycine. re me Sk el lho. NS 

LoisELEUR (J.). — Les synthéses chimiques réalisées par les 


rayons X et par d’autres agents physiques peroxydants 
(rayons ultraviolets et ultrasons) 


LuTeRAAN (Ph. J.) et Guyorseannin (C.). — Application de la 
méthode de has GRE a aux cultures sur lames 
gélosées. 

Lworr (A.), Kapnan (A. s.) et ee (ED). -- Tooke! sur e rey 

; génisation de S. typhi murium. ee me 

Macponabp (A.). — Voir Barsxi (G.). 

Macuesoeur (M.). — Voir TaLwar (G. P.). 

— Voir Vienats (P.). 
Mariat (F.). — Physiologie des actinomycétes aérobies patho- 
BeRES. Low ches ashe 
— et Drovuuet (E.). — Srocnen hae. pee ee Bho an eee 
MARTIGNOLES (J.). — Voir Lerrou (G.). 
Maurin (J.). — Recherches sur 1’existence de la fiévre Q en Tunisie 


par la réaction de déviation du complément. 
— Voir Renoux (G.). 

Mirrrep (L.). — Voir Fournier (J.). 

NéeL (R.) et Baxrazarp (M.). — Mise au point d’une réaction 
d’hémagglutination protéinique pour la _ peste. 

N&eRE (L.). — Etude comparative du développement et du nombre 
des bacilles tuberculeux virulents de surinfection dans les 
divers organes de cobayes et de lapins vaccinés par le 
BCG et de témoins non vaccinés. er ae 

— et Brerey (J.). — Les bacilles de Koch incomplétement 
évolués dans la bacillémie, au cours de la tuberculose 
expérimentale du cobaye et du lapin. ‘ 

NreyRA-Ramrrez (J.). — Etude de l’action du BCG sur i things 
leucocytaire et la phagocytose dans l’exsudat péritonéal 
de cobayes inoculés avec des bacilles de Stefansky vivants 
ou morts. vo hee mete ia) 4 Vee eee 

NicoLte (J.), Joyeux (Y.) et ene @: ” — Vitesse de déshydrogé- 
nation des formes g, et § des oses. Cas des xyloses. 


446 


334 


262 


253 


127 


479 


485 


69 


18 


681 


84 


663 
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Nicotie (P.). — Voir Le Minor (S.). 
Orta (B.). — Voir Pinter (J.). 


Paviatou. (M.) et Suizewicz (P.). — Détermination de la taille de 
quelques bactériophages par _ ultracentrifugation. 
PELLIssIER (A.). — Isolement d’un virus encéphalomyélitique A 


Brazzaville. II. Etude immunologique. 

— III. Culture sur ceuf embryonné et conclusions. 

— Le virus « cobaye pulmonaire », agent d’une pneumonie 
spontanée du cobaye. Son incidence en pathologie humaine 

— Aupesaup (G.) et BascouLERcuE (P.). — Evolution des anti- 
corps déviant le complément pour le virus poliomyélitique 
chez les Africains de Brazzaville. 

PEnau (H.), Peyré (M.) et Veru (H.). — Sur un aaate Hy nrutipli 

cation des Streptomyces. ; ; 

— — — Sporogenése de Soe hie HiRCEE en tates pro- 


fonde 
Pryré (M.). — Voir Pats CH). 
PiscHaup (D.). — Voir Rustnsten (S.). 
Précuaup (M.). — La coloration sans hydrolyse du noyau des 
bactéries 
— Voir Prévor (A. R). 
Pitter (J.), Carmers (J.), Orta (B.) et CHapanier (G.). — Etude 


comparée du type sérologique, de la sensibilité aux bac- 
tériophages et de l’antibiogramme de 201 souches de sta- 
phylocoques isolés par te aes systématiques chez 
le mnourrisson. : er en. 
— et Orta (B.). — fechertits sur iG campeon pring 
des staphylocoques non pathugénes. I. 
Pirre (J.). — Voir Prévor (A.-R.). 


Pontierr (G.) et Caaumont (L.). — Action de divers antiseptiques 
sur le virus du fibrome de Shope. 
Privor (A. R.) et Taouvenor (H.). — Valeur de Pande de eeataae 


pour JVisolement des anaérobies. 
—  — A propos du pouvoir pathogéne de Staph. esaccharolylicus 


Distaso . : : : es 
— Gruntini (J.) et TRouTeor (HL). — “Hetherchts sur fereaue 
giratoire de Fusocillus girans . 
— Pié&cHaup (M.) et THouvenor (H.). — Etude a’ une soneke as 
Cillobacterium spatuliforme (Distaso) P. 1940 . : 
— Txuouvenot (H.), Pirre (J.) et Bressou (M.). — Etude d’une 


espéce thermophile anaérobie nouvelle: Cillobacterium 
thermophilum n. sp. 
— Voir Brisovu (J.). 
Rapes (N.). — Voir Sipatic (S.). 
Renoux (G.). — Anticorps bloquant dans le sérum de sujets brucel- 
IYortes a VetCt Nid: ea et ie. eee kee es wee ao LACE 


803 


309 


778 


232 
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Renoux (G.) et Maurin (J.). — Fiévre Q et brucellose. 

Ritz (E.). — Voir Lworr (A.). 

Ruvauter (E.). — Description de Sabouraudites praecox n. sp. suivie 
de remarques sur le genre Sabouraudites. 

Rotianp (M.). — Voir Turvotert (J.). 

Rosser (W). — Voir Haupuroy (P.). 

Rousaup (E.). — Expériences d’intercroisement de glossines (tsé- 
tsés) du groupe Gl. palpalis effectuées 4 l'Institut Pasteur 
de Paris ‘ Suet ae ee 

Rusinsten (S.) et PrécHaup @). — Quelques caractéres Pe Shigella 
sonnei et Shigella boydii 6. Leur valeur pour le diagnostic 
différentiel. ‘ 

Ruyck (R. de). — Voir Li&pine P). 

Saviarp (M.). — Voir Cxenpip (L.). 

ScHNeweER (R.). — Voir Fournier (J.). 

SfépaLuian (P.), Berroye (A.), Dérotte (P.), Luwer-Pmoz (G.) et 
Garin (J. P.). — Sur un virus d’origine méningitique, 


apparenté au virus d’Armstrong, mais anormal par sa résis- 
tance, ses dimensions et sa répartition dans l’organisme. 


Stpatic (S.) et Rapes (N.). — Un nouveau milieu de culture pour le 
dosage microbiologique du tryptophane 

SinBERSTEIN (L.). — Voir BERTRAND (Gabriel). 

Suizewicz (P.). — Etude par ultracentrifugation du sérum de 
cheval 


— Action de la chaleur sur le sérum de cheval. 
— Voir Barsxi (G.). 
— Voir Pavuatou (M.). 
Sourer (R.). — Voir Bénazer (F.). 
Straus (A. M.). — Réle des anticorps el ie dans l’agglu- 
tination des bacilles typhiques : eh + 
TaLwar (G. P.) et Macnesoeur (M.). 
Bresler sur la synthése des protéines sous hautes pressions. 
TurvoLer (J.) et Roxtanp (M.). — Influence de l’agitation méca- 
nique sur la fixation de l’anticorps immobilisant. 
— Voir Bénazer (F). 
Tuouvenor (H.). — Voir Prévor (A. R.). 
— et Frorent (A.). — Etude d’un anaérobie du sperme du tau- 
reau et du vagin de la vache, Vibrio bubulus Florent, 1953. 
Toumanorr (C.). — L’action de B. cereus var. alesti Toum. et 
Vago, sur les chenilles de Galleria melonella L et Hypo- 
nomeuta cognatella H. B. : eit 
— Vaceo (C.) et Guapinine (C.). — eae sur effet ‘naa 
de B. cereus var. alesti, II. 
Vaco (C.). — Voir Toumanorr (C.). 
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250 


189 
458 


618 


169 


109 


237 


570 


438 


TABLE ALPHABETIQUE PAR NOMS D’AUTEURS 


Vaisman (A.) et Hamenin (A.). — Immunité et spécificité des immo- 
bilisines récurrentielles entre Borrelia duttoni et Borrelia 
hispanica 


VALLEE (A.). — Voir Tunoeew (H.) 
Vetu (H.). — Voir Pénau (H.). 


Vermern (C.), Gorprerr (A.) et Happap (N.). — Un cas tunisien de 
mycose généralisée mortelle. 
VIALLIER (J.) et Berroye (A.). — Mélanges de Morcabaetéries duns 


certains produits pathologiques. Intérét de leur séparation. 

VietreE (M.). d’hémagglutination et d’hémolyse condi- 

tionnée dans la lépre. ci Amar me th ARAN EAS A Sib: 

Vienats (P.) et Macuesosur (M.). — Influence des hautes pressions 

hydrostatiques sur l’action enzymatique de la ribonucléase. 

—  — Influence des hautes pressions hydrostatiques sur ]’hydro- 

lyse enzymatique d’une protamine en aires et en 
absence d’acide  ribonucléique. 


Vienais (Paulette) et Vianais (Pierre). — Hautes pressions et enzy- 
mies microbiens. 5 py ee EOE 
— Bareu (E.), Danien (Ph.) a MM isnaeen (M.). — Actions 


comparées de la chaleur et de la pression hydrostatique sur 
les antigénes de S. paratyphi C. Tee ocr ee 

VinLecouRT (P.) et JAcoBELLI (G.). — Bactéries Retirees ou sapro- 
phytes transformant le glucose en acide gluconique. 

Virat (B.). — Voir Jacoror (H.). 

Wau (R.). — Les effets inhibiteurs des phages sur la croissance 
des cultures bactériennes et la notion d’efficacité d’une 
race de phages sur une souche de bactéries. ae 

— Evaluation de |’ « efficacité » d’une race de phages sur une 
souche de bactéries . aS 2S 
— et Fouacr (J.). — Isolement et cenestal 4 phages nouveaux 
pour identifier les souches de Staphylocoques insensibles 

aux phages classiques . 

WALLeE (J.). — Voir NicoizeE (J.). 


$05 


107 


401 


386 


647 


493 


589 


729 


101 
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Achromobacter. Espéces et variétés nouvelles d’— isolées du 
milieu marin. 

— Voir aussi syerematique: 

Acides nucléiques. Etude a l’aide du °?P de l’accumulation 
des — — chez Staphylococcus aureus et Salmonella enteritidis 
résistants et sensibles 4 la streptomycine. 

Actinomycétes. Physiologie des — aérobies pathogenes: 1. 

Anaérobies. Valeur de l’azide de sodium pour l’isolement des —. 

— Etude d’un — du sperme de taureau et du vagin de la vache. 

— Technique d’isolement des — uréolytiques. Description d’une 
espéce nouvelle . 

— Procédé de diftéreneiation gas Spherophorus rick Sedat a 
Sph. funduliformis . yh 

— L’organe giratoire de Fusocillus ging oy | Aa a 

— Etude d’une espéce — thermophile nouvelle, Cillobaclerium 
thermophilum, n. sp. 

— Etude d’une souche de Guiobasteriuy: soatulifarael 

— Voir aussi Antibiotiques, Sérums. 

Anaphylazie. Modifications du pouvoir déchainant d’un extrait de 
tissu sous l’influence du salicylate de sodium. 

Antibiotiques. Détermination de la sensibilité des salseeoiiens aux 


—= “par” la-méthode*des' ‘disquess, “3% =) Straus) stun 
— Voir aussi Brucellose. 


Anticorps. Réle des — antipolyosidiques dans l’agglutination des 
bacilles typhiques pe, 

— Voir Synthéses. 

Antigénes. Actions comparées de la chaleur et de la pression sur 
les — de S. paratyphi C . 

Autoradiographie. Voir Mosaique, Syeetes 

BCG. Voir Tuberculose. 

Bacille de Koch. Voir Tuberculose. 

Bacille de Whitmore. Métabolisme du ——. : 

Bacillus cereus. Effet toxique de — — var. alesti. < 

— Action de — — sur les chenilles de Galleria melonella et Bye 
nomeuta cognatella . 

Bactéries. Mécanisme de en abe formes visible oe holes 
des — 


118 


115 
479 
236 
237 
241 


384 
774 


776 
778 


518 


781 


618 


647 
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Bactéries, — pathogénes ou cg ae: transformant le glucose en 
acide gluconique . : Rae ey 

Bactériophages. Recherches sur i lysogénisation ae S. typhi 
murium : ks 

— Isolement et aniniot ae — nouveaux pour denne i staplone 


coques insensibles aux — classiques : 

— Détermination de la taille de Se — par altpicon trite 
gation ae : 

— Effets iuhipireuce .; — sur hg croissance Wes eS iaras ees 
riennes et la notion « d’efficacité » d’une race de — . aoe, 

— Evaluation de « l’efficacité » d’une race de — sur une souche 


de bactéries 

— Voir aussi Eauz. 

Brucellose. Transmission expérimentale de la — au rat blanc . 

— Anticorps bloquant dans le sérum de _ sujets brucelliques. 
UN 9 29 Raniahaiene a tae ; irae oh 4g. UGE 

— Traitement de la — shantneh tale par 16s matiiioungucd: 

— Remarquable affinité pour 1l’épiploon d’une souche de 
Br. abortus : “ahd, Chaat 

— Voir aussi Fiévre Q. 

Chaleur. Voir Antigénes. 

Champignons. Description de Sabouraudites praecox n. sp. 

— Un cas tunisien de mycose généralisée. 

Choléra. Variation du pouvoir toxique de V. Pheiiae (Ogawa) au 
cours de la maladie. : 

Cobalt. Influence du — sur la iaitiphea tion ie ae aureus a 
sur l’activité antistaphylococcique de la pénicilline. 

Cobaye. Le virus « — pulmonaire » . : 

Cortisone, Nouveaux aspects de l’action Ase riehttS Fs la — 

Cultures cellulaires. Voir Poliomyélite. 

Déshydrogénation, Vitesse de — des formes a, et B des oses. Cas 

des xyloses . . 

Diapédése. Inhibition de a —- nee of esas Pieces one 
les animaux en hypothermie expérimentale. . 

Eauz. La contamination des poissons et le probléme des — sar 

Escherichia coli. Etude des — — isolés au cours des gastro-enté- 
rites infantiles bs ER Sl Pe Vee Sr SO Ms ae a ie 

Encéphalomyélite. Isolement d’un virus encéphalomyélitique a 
Brazzaville. II. Etude immunologique. III. Culture sur ceuf 


Chibryoune et CONCIUSIONS. on fe eck ss, Lek 
Enzymes, Voir Pressions. 
Fibrome. Un cas de généralisation du — de Shope. 
— Action de divers antiseptiques sur le virus du — de shone! 
Fiévre Q. Recherches sur l’existence de la — — en Tunisie par la 


déviation du complément. 
— — et brucellose . 


807 


493 


127 


161 


529 


589 


729 


29 


232 
101 


515 


276 


636 


561 


296 


702 


347 


663 


520 
303 


204 


227 


247 
532 


69 
112 
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Glossines. Expériences d’intercroisement de -— du _ groupe 
Gl. palpalis : Seaee *e 

Grippe. Les périodes de virémie chill ny souris fidentee de virus 
grippal . 

— Développement du virus iS appa" et ot ie Nguide stinntotnlet 1 

Hémagglutination. Voir Lépre, Peste, Virus. 

1lémagglutinines. Utilisation des — pour lidentification de lori- 
gine spécifique des hématies ingérées par les moustiques héma- 
tophages een 

Hématies. Voir Hémaqgiitniies: Virus, 

Immobilisines. Immunité et spécificité des — récurrentielles entre 
Borrelia duttoni et B. hispanica . hae 

— Influence de l’agitation mécanique sur 1d fixation re —. 

Lépre. Réactions Pe eee et d’hémolyse conditionnée 
dans la — : 

— Action du BCG sur i faite epcoertalne et ih saenehiee 
chez le cobaye infecté de bacille de Stefansky . 

Leptospirose. L’ovoculture appliquée 4 l’isolement des jgueoecies 
dans la — bovine : 

Levures. La détermination dies Gandide 3 

Manganése La teneur en — des Phanérogames. I. : 

— Il. Nouvelles recherches sur la teneur en — des Phanéroeaines? 

Méningite. Un virus d’origine ptt tise St ae au virus 
d’Armstrong 

Microscopie Biesivagntie. Obtantion de coupes ee minces pote la 
— — par la dilatation thermique 

— Voir aussi Anaérobies. 

Milieux de culture. Nouveau — — — pour le ree microbiolo- 
gique du tryptophane . 

Mosaique du tabac. Etude jutoraineee seta: sur la locatweacion! 
cellulaire du virus de la ——— utilisé comme antigéne. 
Mycobactéries. Mélanges de — dans certains produits patho!ogi- 

ques. Intérét de leur séparation. : 
— Action des substances colorantes sur ies —. 
Mycose. Voir Champignons. 
Myxomatose. Un cas de — chez le liévre. : 
— Quelques yoies d’inoculation du myxome infection 
Noyau. Coloration sans hydrolyse du — des bactéries. 
— Voir aussi Techniques. 
Numeération. Signification et abira uis de la — sur plaque des 
germes telluriques é 
Parasitisme. — intestinal et sanguin a Ascites dle Bitazeaaite) 
Peste. Réaction d’hémagglutination protéinique pour la — . 
Poliomyélite. Sensibilité au virus de la — in vitro des tissus de 


différentes espéces de singes d’Afrique centrale. Non- -réceptivité 
des tissus de certains mammiferes. : 


243 
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Poliomyélite. Anticorps déviant le complément pour le virus de 
la — type 2 chez les Africains de Brazzaville. : 
— Persistance du virus de la — dans le suc gastrique humain. 


— Microméthode de séroneutralisation de la — en cultures cel- 
lulaires sur plaques de matiére plastique. 

Pressions. Hautes — et enzymes microbiens. : 

— Hautes — et hydrolyse enzymatique d’une piste: 


— Voir aussi Antigénes, Protéines, Ribonucléase. 

Protamine. Voir Pressions. 

Protéines. A propos des travaux de Bresler sur la synthése des 
— sous hautes pressions pee ens. aa 

Pyocine. Biosynthése induite et re a action a une — antibio- 
tique de Pseudomonas pyocyanea. 

Rayons ultra-violets. Voir Synthéses. 

Rayons X. Voir Synthéses. 

Ribonucléase. Influence des hautes pressions sur l’action enzyma- 
tique de la — ee aes ee a” Cee, Span ie 

Salmonelles, Isolement de S. Montetiaes pour la premiére fois au 
Viet - Nam . : See oe 

— Voir aussi Anticorps, pableaepnaaes. 

Sérums. Evaluation de l’activité anti-histolyticum et anti-septicum 
de divers — Se ere a ee a nrg ene RS ee, 

— Activité antitoxique du — des animaux ayant re¢u des injections 
de toxine septicum et d’anatoxine histolyticum. eas 

— Anomalies observées au cours de titrages des — anti-cedematiens 

— Pouvoir neutralisant des — étalons anti-cedematiens, anti-septi- 
cum et anti-histolylticum. ees See 

— Etude par ultracentrifugation du — de cheval. 

— Action de la chaleur sur le — de cheval. : 

Shigelles. Quelques caractéres de Sh. sonnei et Sh. Hoyaii 6. lear 
valeur pour le diagnostic différentiel. ra cee 

Silico-gel. Préparation d’un — — ensemengable en surface et 
en profondeur 

Sol. Voir Numération. 

Sporotrichose. — expérimentale du hamster igs 

Staphylocoque. Etude comparée du type sérologique, de la sensi- 
bilité aux ca cai et de l’antibiogramme de 201. souches 
de — é 

— Pouvoir parbogene ae be annitnraccus pe eahnealy lips iescen: 

— Composition antigénique des — non pathogénes. 

Streptomyces. Un mode de multiplication des — . c j 

Streptomyces griseus. Sporogenése de —— en culture protons: 

Streptomycine. Voir Tuberculose. 

Synthéses. Les — chimiques réalisées par les rayons X et par 
d’autres agents physiques peroxydants. 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 86, n° 6, 1954. 53 


809 


511 
579 


693 


386 
401 


169 


149 


180 


382 


262 


810 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Synthéses. Autoradiographie de l’incorporation de la glycine-1—MC, 


lors de la — des anticorps i ~ 425 
Syphilis. Comparaison des réactions d’ im obillida Hee et ais fixation 

du complément j . 674 
Systématique. Révision des sapaems réunies dick ia genre chon 

mobacter 2 ow wt afore le PRY Pe CE AS ee aan ne 
Techniques. Application de la — de Feulgen-Rossenbeck aux 

cultures sur lames gélosées 253 
Tétanos. Toxine tétanique et formol Jet Sk. ao 
Tuberculose. Développement des B. K. virulents de surinfection 

dans les organes des animaux vaccinés par le BCG et chez 

les témoins. Me es sy it 
— La multiplication a M. tuberculosis en présence de strepto- 

mycine raramrimransrn aries Ss se ae 
— Les B. K. incomplétement évolués dans la bacillémie au cours 

de la — expérimentale. : 681 
— Diagnostic bactériologique de la marae des Beene 772 
Ultracentrifugation. Voir Sérum, Bactériophages. 
Ultrasons. Voir Synthéses. 
Venin. Propriétés du — d’Echis carinatus. ’ . 446 
Vipéres. Etude par microélectrophorése du sérum de y. copes et 

Ve. ursini 378 
— Voir Venin. 
Virus. Mise en évidence du UGA. te A du — cho- 

riotrope. ‘ : 412 
— Voir aussi Meriénitee et aur differends virus. 

Le Gérant : G. Masson. 
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